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LINS, F. S. V. CONSTITUINTES QUIMICOS E AVALIACAO
TOXICOFARMACOLOGICA DE Aspidosperma pyrifolium Mart.
(APOCYNACEAE). Campina Grande, PB: UEPB, 2016 (Dissertacdo de Mestrado em

Ciéncias Farmaceéuticas).

RESUMO

Aspidosperma pyrifolium Mart. ¢ uma planta da familia Apocynaceae, conhecida
como pereiro, pau-pereiro, pereiro-vermelho, pau-de-coaru. Tem larga dispersdo em toda a
zona da caatinga e na medicina tradicional ¢ utilizada no tratamento de distirbios respiratorios
e febre. O estudo teve como objetivo realizar o isolamento e a identificacdo dos constituintes
quimicos da fase hexancica e da fracdo de alcaloides totais (FAT-Ap) (provenientes do extrato
etanolico bruto das cascas do caule) por técnicas cromatograficas e espectroscopicas
(espectroscopia no Infravermelho e espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear) bem
como testes farmacologicos (através de modelos de inflamagdo e analgesia) e de toxicidade
aguda, da fracdo de alcaloides totais (FAT-Ap). Desta forma, foram isolados pela primeira vez
no génro Aspidosperma, os compostos paristina (antraquinona) ¢ liquexantona (xantona), da
fase hexanica. Foram isolados também pela primeira vez nesta espécie os triterpenos lupeol e
B-amirina, retirados da fase hexanica. Ainda no estudo fitoquimico, a FAT-Ap foi submetida a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, o que permitiu o isolamento e identificacdo de dois
alcaloides indolicos monoterpenoides de nucleo plumerano (15-metoxipirifolidina e 15-
metoxiaspidospermina. Para avaliar o potencial anti-inflamatério foram realizados teste de
edema de pata e teste de peritonite, ambos induzidos por carragenina. Ja para avaliar a
atividade anti-nociceptiva optou-se pelos modelos de nocicep¢ao induzida por formalina e teste
de contor¢des abdominais induzida por acido acético. Quanto aos resultados farmacologicos, a
FAT-Ap apresentou potencial tanto anti-inflamatorio quanto analgésico, atingindo até 85,57%
de inibicao (na dose de 30 mg/kg) das contor¢des induzidas por acido acético, frente aos
modelos animais. Deste modo, tal espécie mostrou-se fonte promissora de substdncias com
potencial terapéutico. Todavia, ressalva-se o cuidado para a toxicidade apresentada (DLso =160

mg/kg), sendo assim seu uso condicionado a determinagdo de doses seguras.

Palavras-chave: Aspidosperma pyrifolium Mart., fitoquimica, inflamagao, analgesia, toxicidade

aguda.



LINS, F. S. V. CHEMICAL CONSTITUENTS AND TOXIC DRUG EVALUATION OF
Aspidosperma pyrifolium Mart. (APOCYNACEAE). Campina Grande, PB: UEPB, 2016
(Dissertation in Pharmaceutical Sciences).

ABSTRACT

Aspidosperma pyrifolium Mart. Apocynaceae is a family plan, known as pereiro, stick pereiro,
pereiro-red, stick-to-coaru. It has wide spread throughout the area of savanna and in traditional
medicine is used to treat respiratory disorders and fever. The study aimed to carry out the
isolation and identification of the chemical constituents of hexancica phase and the fraction of
total alkaloids (FAT-Ap) (from the ethanol extract of the stem bark) by chromatographic and
spectroscopic techniques (infrared spectroscopy and spectroscopic Nuclear Magnetic resonance
of) and pharmacological tests (by inflammation and analgesic models) and acute toxicity, the
fraction of total alkaloids (FAT-Ap). Thus, were isolated for the first time in Aspidosperma
Genro, the paristina compounds (anthraquinone) and liquexantona (xanthone), the hexane
phase. Also they were isolated for the first time in this species the triterpenes lupeol and -
amyrin, removed the hexane phase. Although the phytochemical study, the FAT-Ap was
subjected to high-performance liquid chromatography, which allowed the isolation and
identification of two indole alkaloids monoterpenoid of plumerano core (15 metoxipirifolidina
and 15 metoxiaspidospermina. To evaluate the anti-inflammatory potential were performed
paw edema test and test peritonitis, both induced by carrageenan. As for evaluating the anti-
nociceptive activity was chosen for nociception models of formalin induced writhing test
induced by acetic acid. As for the pharmacological results, the FAT-Ap showed anti-
inflammatory potential both as analgesic, reaching up to 85.57% inhibition (at 30 mg / kg) of
writhes induced by acetic acid, versus animal models. Thus, this kind has proved promising
source of substances with therapeutic potential. However, care is presented for the reservation-

toxicity (LD50 = 160 mg / kg), thus conditioning its use for the determination of safe doses.

Keywords: Aspidosperma pyrifolium Mart, phytochemical, acute toxicity, triterpenoids,

inflammation, analgesia acute toxicity.
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16

1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doengas que afligem o homem e os
animais ¢ uma pratica realizada desde os primoérdios da existéncia humana. Isso se deve
tanto ao fato de que essas plantas em sua maioria possuem uma facil obtencdo, assim como a
forte tradicdo popular existente em nosso meio. Outro ponto bastante relevante que justifica
o uso de plantas com fins terap€uticos sdo as diversas dificuldades que impedem o acesso a
farmacoterapia sugerida pela medicina moderna, que vai desde o diagnostico até a obtengdo
de medicamentos industrializados, principalmente pelas populagdes existentes nas regides
mais pobres do pais (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005).

Segundo BRAZ-FILHO (1994, p. 406): “a grande maioria das populagdes de paises
em desenvolvimento, ainda faz o uso de plantas medicinais como Unica forma de tratamento
para suas enfermidades”. O uso dessas plantas ¢ bastante disseminado por meio de raizeiros
e curandeiros, sendo cultivadas principalmente por familias residentes nas zonas rurais e
preparadas em sua maioria na forma de lambedores e chas (XAVIER et al., 2011).

Na érea farmaceéutica, as plantas e os extratos vegetais foram e continuam sendo de
grande relevancia, tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas como prototipos para o
desenvolvimento de medicamentos (XAVIER et al., 2011).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos das
espécies vegetais ou avaliar sua presenca nos mesmos. Quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre a espécie de interesse, a andlise fitoquimica pode identificar os grupos de
metabolitos secundarios relevantes (SILVA et al., 2010). Quanto aos estudos
farmacologicos, além de constituirem um campo inesgotavel de novos conhecimentos
cientificos e geradores de riquezas, podem contribuir notavelmente para a
consolidacdo/comprovagdo da medicina tradicional (SIXEL e PECINALLI, 2005).

O éxito da pesquisa na quimica de produtos naturais depende do grau de interacdo de
um grupo de pesquisa multidisciplinar nos quais fitoquimicos, botanicos sistematicos,
farmacologistas, toxicologistas, bioquimicos, médicos e microbiologistas, responsaveis pela
avaliac@o biologica dos extratos, fragdes e compostos isolados das plantas, corroboram na
tentativa de validar plantas medicinais, propiciando o conhecimento real da diversidade
quimica, visando a obtengdo de novos agentes com potencial terapéutico (BITTENCOURT,
2003).

A flora brasileira ¢ considerada uma das mais ricas do mundo, com mais de 56.000

espécies, representando cerca de 19% da flora mundial. O Brasil também ¢é o pais com a
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maior diversidade biologica do planeta, com alto indice de espécies endémicas. Essa
diversidade biologica ¢ muito expressiva tanto em relacdo as potencialidades genéticas como
em relagdo ao nimero de espécies e de ecossistemas (BRASIL, 2006).

A familia Apocynaceae possui cerca de 200 géneros e 2000 espécies, de distribuigdo
tropical e subtropical, podendo chegar até regides temperadas. O género Aspidosperma
Mart. ocorre desde o México até a Argentina e distingue-se pela ocorréncia de alcaloides
indolicos. Toda a planta é bastante amarga, o que pode ser atribuido a esses alcaloides. Esse
amargor até certo ponto, facilita seu conhecimento, mesmo quando totalmente desfolhada ou
sem folhas ou frutos. E atribuida aos alcaloides indélicos de espécies desse género, uma
larga aplicagdo terapéutica (BOURDY et al, 2004). Este fato tem despertado nos
pesquisadores, a necessidade de uma investigacdo mais apurada de uma correlacdo entre as
atividades terapéuticas, com a grande identificacdo de tais substancias na planta.

No Brasil, Aspidosperma pyrifolium Mart., ocorre principalmente na caatinga
nordestina e é conhecida como pereiro, pau-de-coaru e pequid-da-mata (NOBREGA, 2008).
E uma arvore de porte regular, podendo atingir em média 5 m de altura (BRAGA, 1976).

Na medicina tradicional ¢ utilizada por suas propriedades anti-inflamatéria e
analgésica, bem como para o tratamento de dores no estomago (por seu provavel efeito
relaxante sobre a musculatura lisa), distarbios respiratorios, colicas, €mese, febre, problemas
cardiacos, urinarios, dermatologicos, assim como, antidesintérica, bactericida, antisséptica e
no tratamento de problemas do figado, sob a forma de macerato (casca) ou decocto (casca).
Possui dentre seus fitoconstituintes alcaloides, taninos, compostos fendlicos, flavonoides,
xantonas, entre outros (RODRIGUES, 2015; SANTOS, 2010).

A ampla distribuicdo dessa espécie na regido Nordeste, bem como suas respectivas
atividades anti-inflamatoria e analgésica disseminadas na medicina popular, motivou a
realizaracdo de um estudo fitoquimico e farmacolégico sobre quais substancias encontradas

nessa planta sdo capazes de promover tais efeitos farmacologicos.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Isolar e identificar os constituintes quimicos da fase hexanica e da fracdo de

alcaloides totais (FAT-Ap), provenientes da cascas do caule, bem como avaliar as atividades

anti-inflamatoria, antinociceptiva e a toxicidade aguda da fracdo de alcaloides totais (FAT -

Ap) de Aspidosperma pyrifolium Mart. (Apocynaceae).

2.2. Objetivos Especificos:

Fazer uma revisao bibliografica sobre a espécie a ser trabalhada;

Realizar a coleta, secagem e pulveriza¢ao do material vegetal;

Preparar o extrato etanolico bruto (EEB-Ap.);

Realizar uma parti¢do a partir do EEB-Ap., para obtencdo das fases;

Isolar a fragdo de alcaloides totais (FAT-Ap) a partir do EEB;

Promover o isolamento dos compostos presentes na fase hexanica e na FAT-Ap. por
meio de técnicas cromatograficas;

Determinar as estruturas das substancias isoladas por técnicas de espectroscopia na
regido do infravermelho, espectroscopia de massa, ressonancia magnética nuclear 'H
e 13C, utilizando técnicas uni e bidimensionais;

Realizar teste de toxicidade aguda da fracdo de alcaloides totais (FAT-Ap) em
animais para determinagdo da DLs; bem como analisar outros parametros que
indiquem toxicidade frente as doses utilizadas;

Avaliar a atividade anti-inflamatoria da fragdo de alcaloides totais (FAT-Ap) em
animais a partir de ensaios de edema de pata induzido por carragenina e peritonite
induzida por carragenina;

Avaliar atividade analgésica da fragdo de alcaloides totais (FAT-Ap) em animais a
partir de ensaios de nocicepc¢ao induzida por formalina e contor¢des abdominais

induzidas por acido acético.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Plantas Medicinais: Uma abordagem Histdrica:

O uso de plantas como medicamentos vem desde o inicio da historia humana.
Registros das antigas civilizagdes evidenciam a engenhosidade do homem na utilizagdo de
plantas para o tratamento de uma grande variedade de doencas (PHILLIPS, LEON e
BORONAT, 2008).

De acordo com Newman et al., (2000), manuscritos datados de 2600 a.C,
encontrados na Mesopotamia, relatam o uso de grande variedade de substancias obtidas de
plantas para o tratamento de diversas doengas, destacando-se os 0leos extraidos das espécies
de Cedrus, Comminphora e de Papaver. Outras grandes civilizagdes deixaram documentos
que relatam o uso de diversas plantas medicinais, como o Papiro de Ebersum, documento
Egipcio (1500 a.C.) e “Matéria Médica”, documento Chinés (1100 a.C). Ademais, dentro
desde contexto historico, dois personagens gregos se destacam: Theophrastus (300 a.C) —
com sua “Historia das Plantas”, onde relata as qualidades de ervas medicinais — e
Dioscorides (100 d.C) — que registrava devidamente a coleta, o armazenamento € o uso de
plantas medicinais durante suas viagens com o exército romano.

Paracelso (fisico sui¢o) no inicio do século XVI, comegou a praticar a extracdo de
substancias a partir de drogas até entdo consideradas como indispensaveis, as quais
denominou de “Quinta Essentia”, que ¢ provavelmente a primeira no¢do de principio
bioativo (ALMEIDA, 2011).

No inicio do século XVII, houve uma compilacdo de todos os registros historicos
sobre o uso de plantas medicinais, dando origem a publica¢do da Farmacopeia Londrina, um
acervo que se encontra no Reino Unido (NEWMAN et al., 2000).

No final do século XVIII, tornou-se viavel uma proposta cientifica solida para o uso
de fitofarmacos, a partir do isolamento e estudo de metabdlitos especiais. As primeiras
substancias quimicas foram isoladas de extratos vegetais quando os &cidos organicos:
oxalico, malico e tartarico foram separados e identificados. No inicio do século XIX, varias
foram as substancias bioativas isoladas, tais como: morfina do Opio; estricnina de Strychnus
nux-vomica; quinina de Cinchona; cafeina de Coffea. Os primeiros heterosideos: salicina e
digitalina, ainda foram descobertos nesse século, datando um novo aspecto do estudo de
plantas medicinais, através do desenvolvimento da fisiologia e da farmacologia experimental

(GEISSMAN e CROUT, 1969).
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Em 1809, foram descritos os primeiros trabalhos sobre os efeitos toxicos de
Strychnus em animais de laboratorio. Entretanto, ¢ atribuido a Claude Bernard o mérito de
estudar através de ensaios de laboratorio com animais, a atividade de plantas indicadas
empiricamente para fins medicinais e usadas na medicina popular, definindo sua forma de
acdo sistémica. Nessas andlises experimentais, iniciaram-se testes com substancias bioativas,
isoladas de extratos vegetais, iniciando uma nova visdo de aplica¢do terap€utica. Sendo
assim, pode-se sugerir que etnomedicina, farmacologia e quimica de produtos naturais
caminham juntas desde o inicio do século XIX, tendo através do desenvolvimento cientifico,
sofrido diferenciacdes e especializagdo a partir de uma ciéncia Unica, a “matéria médica”.
Dessa forma, adquiriu caracteristicas proprias (AKERELE, 1998).

A partir do século XX, os pesquisadores de areas afins intensificaram a valorizagao
de a¢des multidisciplinares e multiprofissionais como prioridade para o estudo cientifico na
busca racional de principios bioativos e ao final desse século a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) reconheceu a importancia do uso de plantas medicinais pela populacdo
mundial e integrou a medicina tradicional ao seu Programa Internacional de Saude
(ALMEIDA, 2011).

Desde entdo, planta medicinal foi definida como sendo qualquer planta que de
alguma maneira seja utilizada no tratamento de alguma doenca ou sintoma, ou que tenha sua
eficacia comprovada cientificamente, e que sua utilizagdo para fins terapéuticos seja facil e
de baixo custo (CARDOSO, 2004).

Apesar do surgimento da sintese quimica de medicamentos, que teve inicio no final
do século XIX e evolui até os dias atuais, cerca de 25% dos medicamentos utilizados no
mundo ¢ de origem vegetal, mesmo em paises industrializados, sendo esses medicamentos
extraidos de mais de 90 espécies diferentes. A grande complexidade no estudo de plantas
medicinais para a descoberta de novas drogas € o principal motivo para tantas pesquisas

nessa area (FOGLIO et al., 2006; LINS, 2013).

3.2. Plantas medicinais no Brasil:

No Brasil, a utilizacdo de espécies vegetais bioativas € anterior ao Periodo Colonial,
integrando as praticas tradicionais das diversas nacgdes indigenas (WALKER, 2013). Os
relatos acerca da flora brasileira iniciaram-se logo ap6s a descoberta. Na carta de Pero Vaz
de Caminha, por exemplo, sdo citadas espécies vegetais e seus usos, como o do urucum -

Bixa orelana L. (FILGUEIRAS e PEIXOTO, 2002). Pedro Alvares Cabral, observou entre
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os povos indigenas o uso de produtos de origem vegetal para alimentagdo, tratamento de
doengas ¢ finalidades cosméticas. Posteriormente, Gabriel Soares de Souza em seu “Tratado
Descritivo do Brasil” de 1587, denomina os produtos empregados na medicina indigena
como “arvores e ervas da virtude” (WALKER, 2013).

Até os dias atuais, os frutos da “redescoberta” do uso de plantas medicinais podem
ser vistos nos centros urbanos brasileiros, onde ¢ comum a presenga de estabelecimentos
comerciais especializados na venda de produtos naturais. Outro indicativo desta
revalorizagdo ¢ o ressurgimento nas feiras livres dos grandes centros urbanos da figura do
raizeiro (LUZ, 2005). A veiculagdo cada vez mais frequente de informagdes relacionadas a
tratamentos nao convencionais € novos produtos alternativos pela midia tem tido
participagdo relevante no estabelecimento de novos padrdoes de comportamento, consumo ¢
salubridade ditos “naturais” e “ecologicamente corretos” (ROCHA et al., 2015)

A diversidade bioldgica, socioecondmica, étnica e cultural presente ao longo do
territorio brasileiro favoreceu a criacdo de sistemas de conhecimento terapéuticos Unicos,
cuja aceitabilidade pela populagdo ¢ alta, tanto nos ambientes rurais, quanto nos urbanos.
Em ambos os casos as plantas medicinais sdo utilizadas como alternativa as drogas
alopaticas (ALVES et al., 2008; GIOGETTI et al., 2007) representando uma fonte acessivel
de tratamento em especial para as populagdes carentes e/ou isoladas. Para este segmento, o
acesso ao sistema de saude publica e aos medicamentos convencionais pode ser limitado,
dentre outros fatores, pelo alto custo dos farmacos sintéticos (ROCHA et al., 2015).

Na década de 70 a Organizagdo Mundial de Satde criou o “Programa de Medicina
Tradicional”, motivando para o estabelecimento de politicas publicas que contemplassem a
Medicina Tradicional, a Medicina Complementar e Alternativa (WHO, 2005).

Um marco foi a 8 Conferéncia Nacional de Satde (CNS), uma vez que,
impulsionada pela Reforma Sanitaria, aprovou no relatério final o incentivo ao uso da
fitoterapia nos servigos de satde, deliberando pela introducdo de praticas alternativas de
assisténcia no ambito dos cuidados com a saude, possibilitando ao usudrio o acesso
democratico de escolher a terapéutica preferida (LINS, 2013)

Em 1988, a Comissdo Interministerial de Planejamento e Coordenacdo (CIPLAN),
elaborou resolucdes na perspectiva de disciplinar a introdu¢do da homeopatia, da
acupuntura, do termalismo, das técnicas Alternativas de Saude Mental ¢ da fitoterapia nos
servicos de satide (BATISTA ¢ VALENCA, 2012). Em consonancia com estas iniciativas,
surge a necessidade de serem desenvolvidos fitoterapicos nacionais para uso nos programas

de satde publica. Para tanto, o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de
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Medicamentos do Ministério da Saude (PPPM/CEME) financiou o estudo de um conjunto
de plantas medicinais, de uso disseminado e ja com estudos preliminares, que garantiam sua
eficacia e sua seguranga. Nos anos subsequentes, a exemplo do ocorrido na 8 CNS, esta
instancia maxima de deliberacdo de politicas de satde, recomendou a implantagdo da
Fitoterapia e de outras praticas integrativas e complementares no SUS (BRASIL, 2006).

Na década de 1990, a OMS diagnosticou um decréscimo na qualidade do
atendimento médico e nos servicos de saude publica principalmente nos paises em
desenvolvimento, constatando uma distribuicdo extremamente perversa dos medicamentos.
Esses dados mostraram que uma grande parcela da populacdo ndo tem acesso a assisténcia a
saude ¢ muito menos a farmac€utica. Assim, uma situagdo frequentemente observada pela
OMS era o uso de plantas medicinais e outras terapias complementares na periferia do
sistema oficial de saude de competéncia do Estado. Dessa forma, buscou-se resolver, avaliar
e criar regulamentos para recomendar aos Estados membros diretrizes que agregassem a
medicina tradicional ao sistema oficial de satide como forma de ampliar o acesso a atencdo e
a assisténcia farmacéutica (SAAD et al., 2009; LINS, 2013).

Assim, em maio de 2006, o Ministério da Saade publicou a Portaria N° 971,
aprovando a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no
Sistema Unico de Saude, estimulando o uso da Medicina Tradicional/Medicina
Complementar/Alternativa de forma integrada as técnicas da medicina ocidental moderna,
observando os requisitos de seguranga, eficacia, qualidade, uso racional e acesso (BRASIL,
2006). Em 22 de junho, do mesmo ano, foi publicado o decreto presidencial N° 5.813
aprovando a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), no intuito de
garantir a populagdo brasileira o acesso seguro € o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional (BRASIL, 2006b).

Diversos estados brasileiros ja adotaram a implantacdo de politicas publicas de
plantas medicinais ¢ fitoterapicos, a exemplo do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, bem
como alguns dos estados da regido Nordeste e Norte, além da regido Sudeste. Essa pratica
pode ser uma alternativa para reduzir os gastos publicos com medicamentos, aliando a
eficacia dessas plantas com o baixo custo operacional, tendo em vista a facilidade de acesso
a essas plantas em nosso meio. Além do grande conhecimento popular, que aliado a todos
esses fatores pode ser uma ferramenta importante para a participacdo da populagdo na

promocao e participagdo do processo curativo (SILVELLO, 2010).
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O aumento da oferta de praticas integrativas que incluam o uso de plantas medicinais
e fitoterapicos tem ganhado importancia dentro da sociedade, enfatizando as praticas
naturais de cuidado a saude, o incentivo a criagdes de farmacias populares e pratica de
cidadania, englobando as iniciativas comunitarias, como o cultivo de hortos ecologicos.

Além disso, permite a integracdo do saber popular ao cientifico (SILVELLO, 2010).

3.3. Importancia do estudo fitoquimico de plantas medicinais

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos principais aspectos a
serem observados consiste nas informagdes da medicina popular. J& € senso comum que ¢
muito mais provavel encontrar atividade biologica em plantas selecionadas a partir de
critérios etnobotanicos, do que em plantas escolhidas ao acaso (YUNES, 2001).

Trabalhar com plantas ¢ ingressar em um mundo vasto e variado. O estudo das
plantas ativa nossas ideias e abre perspectivas para refletir sobre os conceitos de saude,
doenca e tratamento. Por outro lado, a transmissdo de informacdes pelo contato popular,
eleva o nivel de conhecimento em que podem observar dados grandiosos e diversificados da
populagdo (SILVA et al., 2010).

Entretanto, por mais que o conhecimento sobre plantas medicinais seja amplo,
sempre ¢ necessario cada vez mais pesquisas, pois € frequente o uso incorreto das mesmas.
Consequentemente, ha um grande risco devido ao acimulo de substancias ativas, quando
ocorre a mistura e indicacdes terapéuticas semelhantes, sem nenhum conhecimento e
comprovagao cientifica das mesmas, causando intoxicacdes variadas desde uma simples
dermatite até¢ a morte (CARNEIRO et al., 2014).

Atualmente os estudos fitoquimicos abrangem a utilizagdo de vegetais, e ndo apenas
as plantas medicinais, para obten¢do ou desenvolvimento de medicamentos, ou seja, como
fonte de matéria-prima farmacéutica, descoberta de substancias ativas de plantas como
prototipo de farmacos, bem como o desenvolvimento de fitoterapicos. Quando ndo se dispde
de estudos quimicos sobre as espécies de interesse, a andlise fitoquimica preliminar pode
indicar os grupos de metabolitos secundério relevantes da mesma. Caso o interesse esteja
restrito a uma classe especifica de constituintes ou as substancias responsaveis por certa
atividade bioldgica, a investigagdo deverd ser direcionada para a extracdo, isolamento,
purificacdo e a elucidagdo estrutural destas. Essa investigacdo cientifica com plantas
medicinais envolve inimeros aspectos importantes, um deles ¢ o proprio carater inter e

multidisciplinar que, se por um lado, representa problemas, obstaculos e cuidados; por outro,
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permite aos pesquisadores terem conhecimentos mais amplos e ricos que aqueles obtidos em
linhas especificas de pesquisa. Estes elementos permeiam, passando pelo misticismo de
muitas seitas e praticas de saude que se utiliza das plantas medicinais, até o prazer e o
desafio de estudar detalhadamente uma espécie vegetal (SIMOES, 2001; SILVA et al.,
2010).

3.4. O Bioma Caatinga:

O bioma da caatinga ¢ um sistema ambiental exclusivamente brasileiro, que ocupa
cerca de 7% do territorio nacional num total de 734.478 km?, abrangendo os Estados do
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia, Piaui ¢ Norte
de Minas Gerais (SANTOS, 2010) (Figura 1).

. 8 \

Figura 1: Mapa do Brasil e seus diferentes biomas (SANTOS, 2010)

As plantas da caatinga sdo adaptadas ao clima seco e a escassez de agua, sendo
também chamadas de xerofilas (Figura 2). Para sua sobrevivéncia, algumas plantas
armazenam agua, outras possuem raizes superficiais que captam a agua da chuva e ainda hé

as que langam outros recursos para diminuir a perda de agua (transpira¢do), como poucas
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folhas e espinhos. A vegetagdo ¢ formada por trés estratos: o arboéreo, o arbustivo e o

herbaceo, abrigando uma grande diversidade de espécies vegetais (SANTOS, 2010).

Figura 2- Vegetacao tipica do Bioma Caatinga

(Fonte: http://www.diadaarvore.org.br/assets/biomas/caatinga.jpg).

O estudo e a conservagdo da diversidade bioldgica da Caatinga ¢ um dos maiores
desafios da ciéncia brasileira, uma vez que esse bioma representa a Unica grande regido
natural brasileira cujos limites estdo inteiramente restritos ao territorio nacional.
Proporcionalmente ¢ a menos estudada entre as regides naturais brasileiras, em que esfor¢os
cientificos estdo concentrados em alguns poucos pontos em torno das principais cidades da
regido (VELLOSO et al., 2002; LEAL et al., 2003; MELO-BATISTA E OLIVEIRA, 2014).

Atualmente 341 espécies no nordeste sdo utilizadas como medicinais, sendo 34
prioritarias para Caatinga, que estdo inseridas no Projeto : Plantas para o futuro (PROBIO -
Projeto de Conservacdo e Utilizagdo Sustentavel da Diversidade Biologica Brasileira), de
competéncia do Ministério do Meio Ambiente (MELO-BATISTA e OLIVEIRA, 2008).

3.5. Familia Apocynaceae:

Plantas da familia Apocynaceae estdo incluidas fitogeneticamente na ordem
Gentiales e subclasse Asteridae, sendo consideradas como espécies dicotiledoneas bem
evoluidas e sdo caracterizadas normalmente pela presenca de latex (RAPINI, 2000).

Compreende cerca de 2000 espécies distribuidas em aproximadamente 200 gé€neros, sendo
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encontradas predominantemente, nos tropicos e subtropicos e, menos frequentes em regides
temperadas (NICHOLAS, 1994; ROCHA e. al., 1982; STRUWEL, et. al., 1994; RIBEIRO,
1999).

Na flora brasileira sdo catalogadas como apocinaceas mais de 400 espécies em 41
géneros, sendo 32 destes encontrados apenas na Amazonia (CAMPBELL ¢ HAMMOND,
1989). Na familia Apocynaceae, as espécies do género Aspidosperma sdo encontradas
apenas na América, principalmente entre o México e a Argentina (CORREA, 1926). Em
1951, foram classificadas 52 espécies de Aspidosperma em 9 séries e, em 1983, outras 18
espécies foram incluidas nesse género (ROBERT, 1983). Em 1987, uma nova classificag¢do
quimiotaxondmica das espécies nesse género foi proposta, compreendendo 48 espécies em 7
séries (BOLZANI, 1987) (GARCIA, RUBEN ¢ BROWN, 1976).

Essa familia ¢ de consideravel importancia econdomica ¢ medicinal, sendo algumas de
suas espécies cultivadas em quintais (por exemplo, Nerium oleander L.), jardins (por
exemplo, espécies de Catharanthus) ou em estufas (por exemplo, espécies de plantas
Allemanda). Enquanto algumas espécies de arvores desta familia sdo valorizadas por sua
madeira, outras possuem importincia terapéutica em virtude do acumulo de glicosideos
cardiotdnicos e de alcaloides com atividade biologica. E particularmente rica em alcaloides
ind6licos monoterpenoides, um grupo de compostos quimicamente diversificados, que
representa 25% dos 12.000 ou mais alcaloides ja identificados, a exemplo da
aspidospermina (Figura 3), substancia ja isolada em algumas espécies da familia
Apocynaceae (DE LUCA e ST. PIERRE, 2000; LORENCE e NESSLER, 2004; ARAUJO et
al, 2007).

CH;,

aspidospermina

Figura 3: Estrutura quimica do alcaloide indolico aspidospermina (DIAS, 2012)
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Segundo a literatura, esse grupo de alcaloides constituem bons marcadores
quimiotaxondmicos para classificagdo botanica das espécies de Aspidosperma (ALLEN e
HOLMSTEDT, 1980; DUARTE, ¢ MIRANDA et al, 1983; MITAINE et al., 1996;
PEREIRA et al., 2007).

Até 1956 eram conhecidos apenas quatro alcaloides ind6licos isolados de espécies de
Aspidosperma. Atualmente, esse nimero ultrapassa a 100 alcaloides (JACOME, 1998;
PEREIRA, 2007).

Entre os géneros pertencentes a familia Apocynaceae nos quais ja foram encontrados
alcaloides indoélicos, os mais importantes sdo: Catharanthus, Rauwolfia, Alstonia, Kopsia ¢
Aspidosperma. Varias espécies de Alstonia sao utilizadas na medicina tradicional em todo o
Sudeste Asiatico para o tratamento de malaria e disenteria (KAM et al., 1999; ARAUJO et
al, 2007).

3.6. O Género Aspidosperma:

O género Aspidosperma Mart. ocorre desde 0 México até a Argentina. Toda a planta
¢ bastante amarga, o que pode ser atribuido aos seus alcaloides. Esse amargor até certo
ponto, facilita seu reconhecimento, mesmo quando totalmente desfolhada ou sem folhas ou
frutos (NOBREGA, 2008).

De acordo com Dias (2012): “Arndt, et al. (1967) identificou varios alcaloides em
espécies de apociniceas como: picralina, diacetilpicralina, carapanaubina e reserpilina de
Aspidosperma  rigidum; metoxidiidrocorinanteol de Aspidosperma nitidum; aricina,
reserpilina, demetoxiaspidospermina e aspidocarpina de Aspidosperma marcgravianum;
uleina, aparicina, dasicarpidona ¢ estemadenina de Aspidosperma pyricollum; uleina e
diidrouleina de Aspidosperma nigricans, e uleina e hidroxiacetil-aspidospermatidina de
Aspidosperma tomentosum.”

Mitaine et al. (1996), cita os alcaloides olivacina e guatambuina como substancias
antitumorais isoladas de Aspidosperma olivaceum Miill. Arg., Aspidosperma australe Miill.
Arg. e Aspidosperma longepetiolatum Kuhlm (DIAS, 2012).

Em um outro estudo feito em Mitaine e colaboradores, foi descoberta a presenca dos
alcaloides fendlerina, aspidoalbina e aspidolimidina em Aspidosperma megalocarpon Miill.
Arg (MITAINE et al., 1996).

Reis et al. (1996), isolou da Aspidosperma ramiflorum Miill. Arg., os alcaloides

ramiflorina A e B.
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Os alcaloides quebracamina e aspidospermina, os quais funcionam como
bloqueadores  adrenérgicos, foram isolados de  Aspidosperma  auriculatum
Markgr.(BARBOSA et al., 2010).

Jacome et al. (2004), isolou da espécie Aspidosperma parvifolium A. DC.
metiltetraidroelipiticina, uleina, epiuleina, aparicina, desmetiluleina, lupeol e estigmasterol
(DIAS, 2012).

Em 2004, Ferreira e colaboradores testaram o extrato cloroféormico basico da espécie
Aspidosperma ramiflorum Mill. Arg. sobre promastigotas de Leishmania braziliensis e
Leishmania amazonensis e verificaram que este extrato alcaloidal, o qual continha como
constituintes majoritarios os alcaloides ramiflorina A e B, foi mais efetivo sobre L.
amazonenses. Posteriormente, em 2007, os alcaloides ramiflorina A ¢ B foram testados
sobre promastigotas de L. braziliensis e L. amazonenses, verificando-se uma DL50 de 16,3 e
4,9 mg mL-1 para ramiflorina A e B, respectivamente. Estes resultados mostraram-se
promissores ao comparar com o resultado do medicamento utilizado na pratica clinica, a
pentamidina, a qual apresentou DLsp de 10,0 mg mL-1 ((FERREIRA et al., 2004; TANAKA
etal., 2007; DIAS et al., 2012).

Das cascas da espécie Aspidosperma vargasii A. DC. foram isolados os alcaloides
elipticina e N-metiltetra-hidroelipticina e da espécie Aspidosperma desmanthum Benth. ex
Miill. Arg., o alcaloide aspidocarpina (HENRIQUE et al., 2010; DIAS, 2012).

Segundo Pereira (2007), “A espécie A. nitidum ¢ utilizada como anticonceptiva, no
tratamento de inflamagdes de utero e ovario, em diabetes, em problemas estomacais, contra
cancer, febre e reumatismo. Cascas de A. nitidum, A. album, A. discolor, A. excelsum e A.
polineuron sao usadas por nativos de diferentes locais da Amazonia no tratamento da
maldria. A atividade antimaldrica atribuida a essas espécies foi comprovada por testes in
vitro e in vivo. Na Coldmbia, o latex dessas espécie € utilizado pelos indios Makuna e
Taiwano no tratamento da hanseniase. Cascas de A. quebracho blanco sio usadas na regido
andina como afrodisiaco e contra febre. No Brasil, essa espécie é usada também em casos de
enfisema, bronquite e pneumonia, bem como no tratamento de impoténcia contra sintomas
da hiperplasia prostatica benigna e em dispnéia asmatica e cardiaca”.

Biologicamente, muitos alcaloides indolicos agem provavelmente nos sistemas
neurotransmissores opiaceos, GABAérgicos, colinérgicos, muscarinicos, serotoninérgicos ¢
dopaminérgicos. Por isso, sdo empregados largamente como hipotensor arterial,
simpatolitico, diurético, vasoconstrictor periférico, estimulante respiratorio, anestésico,

agente bloqueador adrenérgico, espasmogénico intestinal, sedativo e relaxante do musculo
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esquelético. Além disso, sdo responsaveis pelos efeitos alucindgenos do tabaco, de bebidas e
rapés utilizados por nativos da Amazonia, bem como pelas propriedades sedativas (RIVAS
et al., 1998; BIEL et al., 1959; ALLEN e HOLMSTEDT, 1980; PEREIRA, 2007).

Muitos alcaloides indolicos isolados de espécies do género Aspidosperma
apresentam efeitos mutagénicos em Salmonella typhimurium, em culturas de células
mamarias e em células pulmonares, além de efeitos inibitorios sobre monoamino oxidase em
tecido animal, crescimento e mitose de fibroblastos cardiacos. A atividade desses alcaloides
em células de eucariontes e procariontes tem sido atribuida a sua capacidade de intercalagao
quando interagem com o DNA (NUNES et al., 1992; PICADA et al., 1997; PEREIRA,
2007).

Testes contra a doenga de Chagas mostraram que esses alcaloides sdo ativos contra
epimastigotos de Tripanosoma cruzi. O aumento da atividade tripanosomicida de alcaloides
indolicos € verificado quando ha substitui¢do na posicdo C-7 do anel indolico (RIVAS et al.,
1999).

Alcaloides indodlicos isolados de A. marcgravianum mostraram atividades
antimicrobiana e citotoxica, enquanto aqueles isolados das cascas das raizes de A. excelsum
Benth apresentaram atividade antimicrobiana frente a Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus (VERPOORT et al., 1982; GILBERT, 1966; PEREIRA, 2007).

Em estudo realizado por Oliveira et al. (2009), dois novos alcaloides indolicos com
esqueleto plumerano, espruceanuminas A e B e oito alcaloides indo6licos conhecidos,
aspidospermidina,  desmetoxipalosina,  aspidocarpina,  aspidolimina,  fendlerina,
aspidolimidina, obscurinervidina e obscurinervina, foram isolados do extrato metandlico das
cascas do caule e sementes de Aspidosperma spruceanum.

Ensaios biologicos de muitos alcaloides monoterpénicos isolados das cascas de A.
quebracho-blanco indicaram atividade bloqueadora o-adrenérgica e agdo inibitoria de
contragdes de musculo liso de tecidos de diferentes animais, além de acdo hipotensora e
analgésica, além disso, alcaloides das cascas das raizes ¢ das folhas de A. pyrifolium também
mostraram efeito hipotensivo forte na pressdo arterial. (PEREIRA, 2007).

Arajo et al. (2007) isolou de Aspidosperma pyrifolium os alcaloides
aspidofractinina, 15-dimetoxipirifolina e N-formilaspidofractinina (DIAS, 2012).

3.7. Aspidosperma pyrifolium Mart.
Aspidosperma pyrifolium Mart. (figura 4), ¢ uma planta da familia Apocynaceae,

conhecida como pereiro, pau-pereiro, pereiro-vermelho, pau-de-coaru (CORREA, 1978). E
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uma planta presente em todos os Estados do Nordeste, além do norte de Minas Gerais. Tem
larga dispersao em toda a zona da caatinga, sendo geralmente encontrada na zona do sertdo
baixo do Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco ¢ Paraiba, em varios tipos de solos ¢
entre pedras e rochedos. E considerada uma espécie endémica na caatinga (MAIA, 2004;
SANTOS, 2010).

Segundo Maia (2004): “possui tronco bem desenvolvido, ereto, mas ndo muito
grosso podendo chegar de 15 a 20 cm de didmetro. A copa é normal, a casca ¢ lisa ¢
acinzentada, com lenticelas brancas quando a planta ¢ jovem, e rugosa quando mais idosa.
As folhas sdo ovais, simples, amargosas, glabras ou pilosas (Figura 4). Suas flores sdo
pequenas, de cor clara e possuem um perfume muito agradavel que exala no ambiente
durante a noite. O fruto ¢ em forma de gota achatada (também conhecido popularmente
como “galinha”), de cor castanho-claro, com pequenas verrugas de cor cinza, que comporta
cerca de 5 sementes, aladas e planas (Figura 5). A madeira do Pereiro ¢ de cor clara,

moderadamente pesada, macia e de facil trabalho, resistente e muito duravel, de textura fina

¢ uniforme.”

Figura 4: Planta adulta do Pereiro (Fonte: SANTOS, 2010).
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Figura 5: Fruto do Pereiro (Fonte: www.fapepi.pi.gov.br/carrasco/dothumb.php?img.)

Sua floragdo vai de setembro a janeiro e a frutificagdo de janeiro a margo (BRAGA,
1976 ¢ TIGRE, 1968). Possui varias utilizagdes, dentre elas, a sua madeira € bastante usada
para servigos de carpintaria (TIGRE, 1968), para fazer carvao, cerca e lenha.

Como planta ornamental, por ser uma arvore de pequeno porte e pela beleza da sua
copa, pode ser empregada no paisagismo de lugares em geral. Também ¢ utilizada na
recuperacdo de areas degradadas, inclusive em matas ciliares. £ uma das poucas espécies
indicadas para a recuperacdo de areas em processo de desertificacdo, por sua importancia
ecologica e adaptagdo as mais severas condigdes de seca ¢ solos rasos ou pedregosos. Os
sistemas agroflorestais empregam o Pereiro para compor faixas arboreas (corredores) entre
as plantagdes, fornecendo alimento para abelhas e produzindo madeira. Na medicina
popular, € utilizado no tratamento de disturbios respiratorios e febre. A casca ¢ utilizada
como remédio para o estdmago e como anti-emético. Na medicina veterinaria popular ¢é
utilizado no tratamento de ectoparasitoses dos animais domésticos como sarnas, piolhos e
carrapatos (SANTOS, 2010).

Mitaine-Offer et al. (2002), demonstram atividade antiplasmodica da
aspidospermina, alcaloide indolico isolado de A. pyrifolium. ¢ A. megalocarpon, sendo
estimada em 72 horas uma Cls entre 3,2 e 15,6 pg/mL, respectivamente.

Nobrega (2008), avaliou o perfil fitoquimico e farmacologico dessa espécie a partir
de ensaios nao-clinicos. Para a determinagdo da atividade antineoplasica, testou-se o extrato
metanolico por via intraperitoneal em camundongos fémeas. O extrato apresentou percentual

de inibig¢ao de 73,9% para a dose de 7 mg/kg; 61,5% para a dose de 14 mg/kg e 28,5% para
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a dose de 28 mg/kg, em comparagdo com o farmaco padrdo (metotrexato), que apresentou
48,6% de inibigdo do crescimento tumoral. Os resultados da toxicidade apresentaram por via
intraperitoneal os seguintes efeitos: agitagdo, movimentos estereotipados circulantes e de
vibrissas, piloere¢do, reagdo de fuga, irritabilidade, exoftalmia, aumento da frequéncia
cardiorrespiratoria, tremores grosseiros, contor¢des abdominais e convulsdes. No ensaio
microbiologico, os resultados confirmaram capacidade de inibicdo do crescimento
bacteriano in vitro frente a cepas de S. aureus (ATCC 6538) ¢ M. luteus (ATCC 9341),
corroborando com relatos populares. Quanto ao perfil fitoquimico, foi detectada a presenga
de triterpenos, esteroides, iridoides, saponosideos, acucares redutores, flavonoides, assim
como reagdo negativa para glicosideos cardiacos.

Lima et al. (2010), demonstraram que o extrato etandlico das folhas de
Aspidosperma pyrifolium, foi capaz de ocasionar efeito hemolitico e também efeito toxico
em larvas de Artemia salina, ambos dependentes de concentragao.

Em pesquisa realizada por Santos (2010), em que avaliou-se a eficacia do extrato
alcoolico Aspidosperma pyrifolium Mart. contra a espécie de carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (que vem sendo uma das principais causas de perdas econdomicas na
agropecudria bovina no pais), fémeas ingurgitadas de carrapatos foram coletadas em bovinos
naturalmente infestados e mantidas em placas de Petri. Utilizou-se extrato alcodlico das
folhas de pereiro nas proporgdes de 1:50, 1:100, 1:250. Os grupos controle foram tratados
com 4gua destilada (controle negativo) e amitraz (Carvet ® - Mogivet) (controle positivo).
Como resultado, o extrato apresentou eficacia de 88,58% (PE1), 91,52% (PE2), 79,21%
(PE3), respectivamente.

De acordo com SILVA et. al (2011): “flavonoides, bem como outros compostos
organicos presentes na casca do Pereiro agem no combate a inflamacdes do trato urindrio e
dermatites”.

Recentemente um estudo apontou Aspidosperma pyrifolium Mart. como bom agente
larvicida contra Aedes aegypti, nome cientifico do vetor causador da dengue (MEDEIROS e
XIMENES, 2007). Além disso, testes utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana /n
vitro com extrato metandlico dessa planta sinalizaram uma capacidade de inibi¢do do
crescimento de bactérias gram-positivas, principalmente da familia Micrococaceae
(NOBREGA, 2008).

Messiades (2014), testou doses de 62,5, 125 e 250 mg/kg de EEB dessa espécie para
avaliar atividades anti-inflamatoria e anti-nociceptiva em modelos animais e mostrou que,

para o teste de contor¢cdes abdominais induzidas por 4cido acético, a dose de 125 mg/kg
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apresentou 100% inibi¢do, causando maior eficdcia que o controle positivo (Dipirona 500
mg). Ainda nesse mesmo estudo, em que também foi realizada uma prospeccao fitoquimica
do EEB, foi detectada a presenga de compostos fenodlicos (dentre eles os flavonoides),
saponinas, bem como de taninos e alcaloides inddlicos, que de acordo com outros estudos,
sdo substancias que compdem o arsenal terapéutico dessa espécie. No mesmo trabalho
também foi possivel determinar um potencial antimicrobiano positivo do EEB frente a cepas
de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa e Staphylococcus
aureus.

Lima (2014), realizou estudo sobre a composi¢do quimica, atividade antioxidante,
antimicrobiana, bem como efeito ionotropico de extratos produzidos a partir da entrecasca
do caule de A. pyrifolium. Foi detectado nesse estudo um maior teor de compostos fendlicos
na fragdo acetato de etila (FAE), seguida da fase hidroetandlica (EHE). Ja em relagdo ao teor
de flavonoides totais, o maior valor também foi observado na FAE, seguido da fase
cloroformica (FCL). Com relacdo a atividade antioxidante, a FAE reduziu o radical 2,2
difenil-1-picril-hidrazila DPPH" (30pug/mL, 60 min) com valor de CEsy de 27,13£3,61
ug/mL. Por outro lado, frente ao 4cido tiobarbiturico (TBARS), a FAE seguido do EHE
mostraram maior afinidade em neutralizar a lipoperoxidagdo induzida pelo FeSO4. Ainda no
mesmo estudo a FCL e FAE da entrecasca de A. pyrifolium apresentaram atividade
antimicrobiana frente a alguns microrganismos Gram +, Gram — e levedura com halos de
inibicdo de 10+0,00 a 21,5+0,71 mm. Em relagdo ao efeito inotrépico o EHE apresentou
inotropismo negativo com CEsy de 18934380 ng/mL e a FAT (fragdo de alcaloides totais)
apresentou inotropismo positivo com CEsy de 1846825 pg/mL, sendo o mecanismo de acdo
deste wltimo por via adrenérgica. Através da CLAE/DAD-UV-VIS foi confirmado também a
presenca de compostos fendlicos e de alcaloides nessa espécie.

Nogueira et al. (2014), realizou analise fitoquimica da fragdo aquosa do extrato
etandlico de sementes de Aspidosperma pyrifolium, mostrando que a espécie ¢ uma fonte
promissora de alcaloides plumeranicos. A fracdo aquosa mostrou um efeito antinociceptivo
significativo na fase final do teste de formalina, reduzindo o tempo de lambedura da pata em
relacdo ao controle para um valor semelhante & morfina (5,25 £ 2,13). Mostrou também
efeito anti-inflamatorio, causando a redu¢dao do edema de pata induzido por carragenina
quando comparado com controle. As curvas de dose-resposta revelaram que as melhores
doses de APSE-AQ (fragdo aquosa de A. pyrifolium) foram de 100 mg kg-1 para nocicepgao
induzida por formalina [(20,0 & 3,24) na fase inicial, e (6.00 £+ 2.00) na fase tardia] e 200 mg

kg-1 para contor¢des abdominais induzidas por acido acético (23,25 £ 2,56).
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Em estudo realizado por Rodrigues (2015), onde foram testadas doses de solugdo
oral produzida a partir do EEB da casca do caule de A. pyrifolium, foi possivel estabelecer
atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva eficazes em modelos animais, onde para o teste
de contorgdes abdominais induzidas por 4cido acético o percentual de inibigao foi de 89,4%
na dose de 250 mg/kg, quando em comparagdo com controle positivo. J& no teste de
peritonite induzida por carragenina, o percentual de inibicdo para a mesma dose foi de
93,53%.

Viana (2015), testou a bioatividade dos extratos obtidos da parte aérea de
Aspidosperma pyrifolium sobre larvas de Aedes aegypti. De acordo com a andlise
fitoquimica realizada com o extrato bruto etanolico, foi detectada a presenca de bases
quaternarias, catequinas, esteroides livres, flavonois, flavanonois, flavononas, flavonas,
resinas, saponinas, taninos condensados, triterpenoides e xantonas. A andlise da Ressonancia
Magnética Nuclear indicou a presenga de catequinas, esteroides livres, flavonois,
flavanonois e flavanonas nas fragdes hexanica, diclorometéanica e acetato de etila. Saponinas
foram detectadas nas fragoes diclorometanica e acetato de etila, assim como taninos
condensados e heterosideos cianogénicos na fracdo diclorometanica. Foram ainda
identificados triterpenoides nas fragdes hexanica e diclorometanica. Ainda nesse estudo,
com relagdo a fragdo hidroalcoolica foram indicados a presenca de derivados cindmicos e
glicosideos, sendo estes, também, detectados na fracdo acetato de etila. As agliconas
esteroidais e triterpenoides foram indicados somente na fragdo hexanica. Dentre os métodos
de obtencdo dos extratos aquosos, a maceracdo, realizada com a parte aérea fresca de
Aspidosperma pyrifolium apresentou maior toxicidade sobre as larvas de Aedes aegypti.
Nesse estudo, a fracdo diclorometanica foi a que demonstrou uma maior mortalidade larval
sobre o vetor quando comparado ao extrato etandlico, a fragdo hidroalcoolica e as misturas
compostas pelas fracdes diclorometanica + acetato de etila e diclorometanica + hexanica.

LIMA (2015) em estudo fitoquimico realizado a partir de extrato aquoso dessa
mesma espécie mostrou presenga do flavonoide rutina pela técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. Ainda nesse mesmo estudo foi avaliada a atividade
antipeconhenta através de modelos de peritonite induzida por carragenina e peritonite
induzida pelo veneno de Tityus serrulatus (espécie de escorpido bastante venenosa), € em
modelos de edema local e infiltrado inflamatério induzido pelo veneno de Bothrops
jararaca (serpente), administrados pela via intravenosa. Os resultados demonstraram que o
pré-tratamento com extrato aquoso e fragdes reduziram a migragdo de leucocitos totais para

a cavidade abdominal no modelo de peritonite causada por carragenina ¢ no modelo de
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peritonite induzida por veneno de T. serrulatus. O extrato aquoso e as fragdes apresentou
também atividade antiedematogénica, no modelo de edema local causado pelo veneno de B.
jararaca, e reduziu o infiltrado inflamatorio para o musculo. Os soros (anti-aracnidico e
anti-botropico) especificos para cada veneno atuaram inibindo a agdo inflamatoria dos
venenos e foram utilizados como controles. O composto rutina, identificado no extrato,
também foi testado e, assim como o extrato da planta, exibiu efeitos anti-inflamatorios
significativos, nas doses testadas. O resultado do ensaio de citotoxidade utilizando o
Brometo de 3- (4,5- dimetiltiazol)-2,5-difenil-tetrazolium (MTT), demonstrou que o extrato
aquoso da espécie vegetal apresentou baixa toxicidade para células provenientes de

fibroblasto de embrido de camundongo (3T3).

3.8. Propriedades toxicas de A. pyrifolium Mart.

A toxicidade de uma substancia ¢ a capacidade intrinseca de afetar negativamente ou
causar dano a um organismo. Os estudos toxicologicos quando aplicados em animais de
laboratodrio e, sob condi¢des previamente estabelecidas, permitem determinar os possiveis
efeitos de substancias ou plantas toxicas para humanos ou animais expostos as mesmas. A
avaliagdo toxicologica ¢ realizada com ensaios bioldgicos em animais ¢ os resultados sdo
extrapolados para humanos e animais. Nestes casos, os exames hematologicos, bioquimicos,
a autoOpsia geral, a histopatologia e a manutengao do grupo controle para fins de comparagao
também podem ser realizados, bem como a avaliacdo do estado geral dos animais e a
observacao dos efeitos toxicos (LIMA et al., 2003; BARROS e DAVINO, 2003).

A avaliacdo toxicoldgica em organismos vivos pode envolver observacdo de efeitos
obtidos apos 24 horas da administragdo (toxicidade aguda) ou ap6s administragdes em doses
repetidas (toxicidade subcronica e cronica) (GOMES, 2011).

A avaliagao da toxicidade aguda tem por objetivo caracterizar a relagao dose/resposta
que conduz ao calculo da DLs, (dose letal mediana). Este parametro € 1til para se identificar
a toxicidade relativa da substdncia frente a animais de experimentagdo (BARROS e
DAVINO, 2003), fornecendo subsidios a cerca dos riscos a saude, resultantes de uma
exposi¢ao de curta duragdo, como também, para determinar as doses adequadas para estudos
farmacologicos (BRITO, 1994).

O potencial toxico da espécie Aspidosperma pyrifolium ja vem sendo destacado por

varios produtores em varios estudos no Nordeste brasileiro. Em entrevistas aplicadas aos
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produtores de 17 municipios do Estado do Rio Grande do Norte, especificamente no Serido
Ocidental e Oriental, na busca de plantas toxicas dessas localidades, o pereiro foi
identificado como uma planta téxica para bovinos, caprinos € ovinos, que causam
naturalmente abortos ou nascimento de animais débeis. Também foi identificada a
ocorréncia de intoxicagdes por alteracdes no nervoso, caracterizadas por rigidez dos
membros posteriores, com dificuldade de locomocdo envolvendo bovinos, muares e equinos.
Um destaque para a época de maior ocorréncia dessas intoxicagdes ¢ no periodo de
estiagem, quando a espécie ainda estd verde e suas folhas estdo entre as ultimas a cair
(SILVA et al., 2006).

Outro estudo realizado também no Rio Grande do Norte, nas mesorregides Central e
Oeste buscou determinar plantas toxicas de interesse zootécnico em 35 municipios. Nessa
situagdo, os surtos de intoxicagdes por Aspidosperma pyrifolium relatados pelos produtores
ocorreram em caprinos € bovinos, acometendo neles malformagdes, caracterizadas por
flexura dos membros pélvicos, prognatia, braquignatia, microftalmia, dermoide ocular e
atresia anal (SILVA et al., 2006).

Em Patos, Paraiba, a espécie foi identificada como planta toxica para caprinos. Os
animais abortavam quando ingeriam a espécie em diferentes fases de gestagdo. Também foi
observado que os abortos ocorriam no periodo seco seguido de chuvas. Quando a planta era
consumida nos primeiros 35 a 40 dias de gestagdo das cabras, ocorriam perdas embrionarias
(Figura 6) (RIET-CORREA et al, 2011).
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Figura 6: A-E) Aspidosperma pyrifolium. A e B) Arvores. C) Flor. D e E) Vagens. F) Feto
de ovelha intoxicada por A. pyrifolium (RIET-CORREA et al., 2011).

Um levantamento das intoxicagcdes por plantas em 20 municipios do Sertdo
Paraibano também foi realizado. Os entrevistados relataram surtos de abortos associados ao
consumo da A. pyrifolium em caprinos, ovinos ¢ bovinos (ASSIS et al., 2009).

Casos espontaneos de aborto em caprinos depois da ingestdo da planta também
foram observados em 6 fazendas dos municipios de Mossoro-RN e Angicos-RN. A maioria
dos casos de aborto ocorreu durante a estagdo seca ¢ inicio da estacdo chuvosa, com as
cabras velhas sendo menos afetadas do que as cabras jovens (MEDEIROS et al., 2004).

Em estudo experimental realizado com cabras, em diferentes fases de gestacao,
alimentadas com folhas verdes recém-colhidas de A. pyrifolium, na dose de 4g/kg, durante
19 dias de consumo foi observado que elas foram capazes de provocar aborto e perdas
embrionarias. Ja as folhas dessecadas ndo foram capazes de provocar alteracdes
reprodutivas, embora a ingestdo da planta nos primeiros 34 dias de gestagdo possa causar
mortalidade embriondria (MEDEIROS et al., 2004).

Um estudo de toxicidade em ratos e citotoxicidade /n vitro com extrato etanolico de
Aspidosperma pyrifolium administrado em ratos machos e fémeas da linhagem Wistar

demonstrou que as fémeas apresentaram reducdo do peso fetal e fortes indicios de toxicidade
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materna, além de distarbios motores ¢ morte nas concentragdes mais elevadas. Os ratos
machos se apresentaram mais resistentes do que as fémeas. Também foi verificado o extrato
de A. pyrifolium promoveu hemolise ¢ foi letal para o organismo Artemia salina (LIMA, ¢
SOTO-BLANCO, 2010).

A toxicidade aguda também ja foi testada para Aspidosperma pyrifolium em
camundongos adultos albinos Swiss, com administracdo intraperitoneal de extrato
metanolico da casca de A. pyrifolium. Foram analisadas alteragdes comportamentais e sinais
de toxicidade dos camundongos, como reacdes com caracteristicas depressoras, ambulagao
diminuida, flacidez muscular e analgesia (diminui¢do dos reflexos). Outros efeitos
observados foram contor¢des abdominais, tonus da musculatura abdominal, espasmos ¢
irritagdo da conjuntiva. (NOBREGA, 2008).

Em estudo realizado por Costa (2015) foi avaliada a existéncia de efeito toxico e
citotoxico de extratos aquosos de folhas secas e frescas de A. pyrifolium sobre o crescimento
de raizes e células em divisao do sistema teste Allium cepa. O teste foi realizado utilizando
tr€s concentragdes, 5 mg/L, 50 mg/L ¢ 300 mg/L, sendo o controle negativo dgua destilada.
As andlises de crescimento de raizes, inibicdo relativa e indice mitdtico foram utilizados na
avaliacdo da toxicidade e citotoxicidade. Os bioensaios realizados revelaram que o extrato
aquoso das folhas secas ndo mostrou efeito toxico nem citotdxico nas concentracdes
testadas, contudo, estimulou a divisdo celular na concentracdo de 50 mg/L, podendo ser um
indicativo de formacao de células tumorais. As folhas frescas foram toxicas na concentragao
de 300 mg/L e teve efeito toxico subletal na concentragdo de 5 mg/L, sem promover efeito

citotoxico.

3.9. Metabolitos secundarios obtidos a partir de plantas

Metabolitos secunddrios sdo compostos organicos, que na maioria das vezes, sdo
biossintetizados a partir de carboidratos, proteinas e/ou lipideos (metabolitos primarios).
Nao estando diretamente envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e
reproducdo dos organismos, a sua auséncia nao resulta na morte imediata. No entanto, a
longo prazo pode afetar a sobrevivéncia, funcionalidade ou estética. Esses metabolitos estdo
geralmente associados a uma infinidade de atividades que vao desde a defesa vegetal contra
um ataque microbiologico (fitotoxinas) a defesas interespécies e acdo alelopatica, por

exemplo (GOBBO-NETO et al., 2007).
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De acordo com Harborne (1998) “Os metabolitos secundéarios tém sido
sumariamente definidos como compostos pouco abundantes, pelo fato de sua estocagem
ocorrer em orgaos ou células especificos”.

O desenvolvimento nas técnicas analiticas no século XX como, por exemplo, os
diversos tipos de cromatografia, permitiram isolar mais destas moléculas, constituindo-se
como a base para o estabelecimento da disciplina de Fitoquimica (HARBORNE, 1998).

Os metabolitos secundarios tém um papel importante na adaptagdo das plantas ao
meio onde estdo inseridas. Essas moléculas contribuem para que as mesmas possam ter uma
boa interagdo com os diferentes ecossistemas (MESSIADES et al., 2014).

Os produtos secunddrios aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma
espécie, pois sdo responsaveis por diversas atividades biologicas com este fim como, por
exemplo, podem atuar como antibioticos, antifiingicos e antivirais para proteger as plantas
dos patdgenos, e também apresentando atividades antigerminativas ou toxicas para outras
plantas, fitoalexinas. Dentro desse mesmo contexto, alguns destes metabolitos constituem
importantes compostos que absorvem a luz ultravioleta evitando que as folhas sejam
danificadas (FAMAGALI et al., 2008).

Os compostos secundarios de plantas sdo usualmente classificados de acordo com a
sua rota biossintética (HARBORNE, 1999). As trés familias de moléculas principais sdo
geralmente consideradas: os compostos fenolicos (taninos, flavonoides, etc); terpénicos e 0s
compostos nitrogenados (alcaloides) (MESSIADES, 2014).

Os terpenos sdo sintetizados a partir da via da Acetil-Coa, via rota do &cido
mevalonico ou via rota do metileritriol fosfato (MEP). Os compostos fenolicos sdo
sintetizados a partir de duas rotas principais: a do acido chiquimico e a do acido mevalonico
e os compostos nitrogenados sdo sintetizados a partir de aminoacidos (FAMAGALI et al.,
2008) (Fluxograma 1)
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Fluxograma 1: Origem dos metabolitos secundarios de plantas (MARTINS, 2012).
3.9.1. Compostos Fendlicos:
Sdo substancias caracterizadas por possuirem pelo menos um anel aromatico com

uma ou mais hidroxilas ligadas. Geralmente sdo solidos, cristalinos, toxicos, acidos, soluveis

em agua e visiveis a luz ultravioleta. Os mais abundantes sdo constituidos a partir de 4dcidos
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benzoicos ou cinamicos, a exemplo das cumarinas, taninos, lignanas e os flavonoides

(MESSIADES, 2014)

3.9.2. Terpenos

Os terpenos, conhecidos também como terpenoides, sio compostos que constituem
uma classe de produtos naturais obtidos das plantas ¢ que apresentam uma grande variedade
estrutural e funcional (RAVEN et al., 2001; PHILLIPS et al., 2008).

Todos os terpenoides sdo formados pela fusdo de unidades isoprénicas de cinco
carbonos ¢ quando submetidos a altas temperaturas, podem se decompor em isoprenos, o
que pode assim referir-se a todos os terpenos como isoprenoides. A classificagdo dos
terpenos pode ser feita de acordo com o ntimero de unidades de isopreno que vao se ligando
entre si, orientadas em sentido inverso (cabega-cauda) podendo ser: hemiterpenoides (C5),
monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides (C15), diterpenoides (C20), triterpenoides (C30)
e carotenoides (C40). O isopreno (IP) é produzido naturalmente, mas nao esta envolvido
diretamente na formacdo dos produtos pertencentes a estas classes. As unidades
bioquimicamente ativas de isopreno sdo na realidade o dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e o
isopentenil pirofosfato (IPP) (NIERO e MALHEIROS, 2007; SILVA, 2013).

Os hemiterpenoides (C5) sd3o o menor grupo dos terpenos, sendo que o seu
representante mais conhecido e estudado ¢ o isopreno, um produto volatil liberado de
tecidos fotossinteticamente ativo (CROTEAU et al., 2000).

Os monoterpenoides (C10) sdo compostos por duas unidades de isopreno. Devido a
seu baixo peso molecular, costumam ser volateis, sendo, portanto os constituintes dos 6leos
essenciais e das esséncias volateis, atuando principalmente na atracdo de polinizadores. Os
monoterpenos podem ser isolados através de destilagdo ou extragdo e atualmente sdo
conhecidos mais de 1.000 monoterpenoides naturais (OLIVEIRA et al., 2003).

Os sesquiterpenos, em geral, podem atuar como compostos antimicrobianos contra
fungos e bactérias (fitoalexinas) e anti-herbivoria (NIERO; MALHEIROS, 2007).

Os diterpenoides compreendem um grande grupo de compostos ndo volateis,
possuindo uma vasta gama de atividades diferentes que incluem os hormonios, acidos
resinicos ¢ agentes anticancerigenos (CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003).
Peres (2004) descreve que talvez o principal papel desempenhado por um diterpeno seja o
das giberelinas, uma importante classe de hormonios vegetais responsavel pela germinagao

de sementes, alongamento caulinar e expansao dos frutos de muitas espécies vegetais.
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Os triterpenoides formam os componentes das resinas, latex, ceras e cuticula das
plantas. Entre os triterpenos estd uma importante classe de substincias, tanto para vegetais
quanto para animais; trata-se dos esteroides, os quais sdo componentes dos lipidios de
membrana e precursores de hormonios esteroides em mamiferos, plantas e insetos. Outra
classe importante de triterpenos sdo as saponinas que desempenham um importante papel na
defesa contra insetos e microorganismos (PERES, 2004). Sdo formados por 6 unidades de
isopreno e apresentam estrutura do tipo C30, policiclica, normalmente tetra ou pentaciclica,
quase sempre hidroxilados na posi¢do C-3. Ja foram isolados mais de quatro mil
triterpenoides naturais e identificados mais de quarenta tipos de esqueletos. Os triterpenos
pentaciclicos sdo baseados em um esqueleto formado por 30 atomos de carbonos dispostos
em cinco anéis de seis membros (ursano e gamacrano) ou quatro anéis de seis membros e

um de cinco membros (lupanos e hopanos) (LUCETTI, 2010) (figura 7).
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Figura 7: Estrutura quimica dos compostos fundamentais das principais familias de

triterpenos pentaciclicos (LUCETTI, 2010).

Quanto aos tetraterpenos, sao uma classe de metabolitos que tém despertado grande
interesse por parte dos pesquisadores devido a seu amplo espectro de atividade biologica,
tais como anti-inflamatoria, antibacteriana, antifungica, antiviral, antitumoral, antidiabética,
antiulcerogénica, anticariogénica, hepatoprotetora, neuroprotetora, antiparasitica, analgésica

¢ antioxidante. Como exemplos de tetraterpenos, podem ser citados os carotenoides, ¢ as
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xantofilas, pigmentos intimamente ligados aos processos fotossintéticos e especialmente, na
pigmentacao de flores e frutos (SILVA, 2013).

Existe ainda um grupo complexo de terpenos cujas moléculas sdo resultantes da
sintese de mais de oito unidades de isoprenoides, ou seja, com mais de 40 carbonos na sua
estrutura, estes sdo chamados de politerpenoides, que contém compostos como coenzima
Q10 ubiquinona, poliprenoides e polimeros longos encontrados, por exemplo, no latex
(CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003).

3.9.2.1. Lupeol:

Muitos centros de pesquisa tém concentrado seus estudos nas atividades biologicas
dos derivados de lupano, em especial nas atividades anti-inflamatorias, antineoplasicas e
antivirais. Os experimentos conduzidos usando varios modelos farmacologicos tém revelado
que muitos desses compostos exercem uma significante acdo anti-inflamatoria, a exemplo
do 4cido oleandlico e seus glicosideos (SZAKIEL, et. al., 1995).

Dentre os derivados do lupano, um dos mais estudos ¢ o lupeol. Esse triterpeno ¢é
encontrado em vegetais como repolho, pimentdo, pepino, tomate, em frutas como a oliva,
figo, manga, morango, uvas vermelhas e em plantas medicinais, como ginseng americano
(SALLEM, 2009).

O lupeol (figura 8) possui descritas varias atividades farmacologicas, tais como
antiofidica, hepatoprotetora, cardioprotetora, antitumoral e anti-inflamatoria. Seu potencial
anti-inflamatério em modelos experimentais, tanto /n vitro quanto /n vivo tem sido
amplamente estudado (LUCETTI, 2010). Quanto a sua estrutura, a estereoquimica entre o0s
anéis D/E ¢é do tipo tras e seu quinto anel (E) é formado por cinco atomos de carbono
(OLIVEIRA, 2005).

De acordo com Fernadez et. at.(2001), a aplicagdo topica de lupeol nas doses 0,5 e
1,0 mg/orelha, reduziu significativamente o edema produzido por 12-o-tetradecanoil-formol
acetato (TPA) no modelo de edema de orelha. No mesmo estudo a aplicagdo topica de
lupeol diminuiu de forma significativa os niveis de mieloperoxidade (marcador especifico da
atividade de neutrofilos), causando reducdo da infiltracdo de células em tecidos inflamados

de camundongos.
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Figura 8: Estrutura quimica do triterpeno lupeol (DIAS, 2012).

3.9.2.2. 0. e # amirinas:

Os triterpenos a-amirina e f-amirina (figura 9), sdo derivados dos esqueletos ursano
e oleanano, respectivamente. As agliconas do tipo f-amirina possuem duas metilas em C-20,
j& as do tipo o-amirina apresentam uma metila em C-20 e outra em C-19, com
estereoquimica entre os anéis D/E na forma c¢is (OLIVEIRA, 2005).

Esses compostos assim como o lupeol sdo muito estudados devido as propriedades
farmacoldgicas que possuem, tais como antividade anti-nociceptiva, anti-infamtoria,
gastroprotetora, anti-fungica e anti-bacteriana (OLIVEIRA, 2005).

De acordo com Mallavadhani et. al. (2004), os triterpenos lupeol, a-amirina e f-
amirina exibiram potente atividade contra bactérias Gram-negativas (Pseudomonas
syringae) e razoavel atividade contra bactérias Gram-positivas (Baccilus sphaericus e
Baccillus subtilis).

Ferreira et. al. (2000), demonstraram que o extrato metanolico de Epidendrum
Mosenii exibiu uma acentuada atividade antinociceptiva frente a modelos de nocicepgao
quimica e térmica e que este efeito deve-se em parte, a participagdo do sistema opidide. Os
principios ativos implicados nessa atividade foram uma mistura dos triterpenos a-amirina e
[-amirina.

Otuki el. al. (2005b), também descreveram o efeito anti-inflamatério topico do
triterpeno a-amirina em modelo de edema de orelha em camundongos.

Em estudo realizado por Meyer el al. (1982), o extrato obtido das folhas de Sapindus

saponaria L., rico em triterpenos pentaciclicos, dentre os quais destacam-se acido
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oleanolico, a-amirina e f-amirina, apresentou significante atividade antiulcerogénica em
modelos de piloro ligado em ratos, diminuindo o volume da secrecdo gastrica, a

concentragdo de acido cloridrico e o pH.

Alfa-amirina beta-amirina

Figura 9: Estruturas quimicas dos triterpenos o-amirina e f-amirina (OLIVEIRA, 2005).

3.9.3. Alcaloides: ocorréncia, importancia social e econémica:

Alcaloides sao substancias nitrogenadas na maioria das vezes farmacologicamente
ativas encontradas predominantemente nas plantas Angiospermas, podendo ocorrer também
em microorganismos ¢ animais. Os alcaloides contendo um 4tomo de nitrogénio em um anel
heterociclico sdo chamados de alcaloides verdadeiros. J4 os alcaloides com o atomo de
nitrogénio nao pertencente a um sistema heterociclico sdo denominados de protoalcaloides,
e alguns autores ainda classificam em pseudoalcaloides, substancias que apresentam todas as
caracteristicas dos alcaloides verdadeiros, mas nao sao derivadas dos aminoacidos. Quase a
totalidade dos alcaloides ¢ derivada de aminoacidos e dai vem sua classificagdo. A partir dos
aminoacidos alifaticos, tém-se os alcaloides pirrolidinicos e tropanicos (Ornitina) e os
piperidinicos (Lisina), e dos aminodcidos aromaticos, t€ém-se os alcaloides isoquinolinicos
(Tirosina) e os indolicos (Triptofano) (DEWICK, 1997; OLIVEIRA, 2008)

De acordo com Luca e Laflamme (2001): “20% das espécies de plantas conhecidas

acumulam alcaloides, com maior freqiiéncia nas Dicotiledoneas”.
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Essas substancias podem ser encontradas em diferentes partes do vegetal. Em raizes
de Erythrina crista-galli L., encontram-se os sedativos, hipertensivos, laxativos e diuréticos,
eritralina (Figura 10A) e eritrinina (Figura 10B) (MAIER et al., 1999).

Nas folhas de Catharantus roseus sdo encontrados os alcaloides indolicos
monoterpénicos ajmalicina (Figura 10C), um anti-hipertensivo e a serpentina (Figura 10D),
um sedativo (SOTTOMAYOR et al., 2004).

Em geral os alcaloides sdo produzidos em um local da planta e armazenados em
outro Exemplo disto ¢ a nicotina (Figura 10E) produzida nas raizes de Nicotiana tabacum e
posteriormente translocadas para as folhas, onde ¢ armazenada (PERES, 2005).

Alguns alcaloides podem ser encontrados em representantes de diversas familias
vegetais, como ¢ o caso da camptothecina (Figura 10F), um importante agente
anticancerigeno, que pode ser encontrado em Camptotheca acuminata (Nyssaceae),
Nothapodytes foetida, Pyrenacantha klaineana (Icocinaceae), Ophiorrihiza pumila
(Rubiaceae) e Ervatamia heyneana (Apocynaceae) (LORENCE e NESSLER, 2004). Este
alcaloide ¢ encontrado em todas as partes de C. acuminata, apresentando maiores niveis em
folhas jovens (2-5 mg.g-' peso seco), 50% a mais do que nas raizes e 250% a mais do que na
casca do caule (LORENCE e NESSLER, 2004; OLIVEIRA, 2008).

Para deteccdo da presenca de acaloides em espécies vegetais sdo realizados testes
qualitativos e quantitativos. Na presenca de reagente de Dragendorff, de Mayer ¢ de
Bertrand ocorre a precipitacdo desses alcaloides quando estdo presentes. Assim como
reacOes de coloragdo com cloreto férrico, com reativo Vitali-Morin (alcaloides tropanicos)
ou de Urk — alcaloides indodlicos (SIMOES, 2004; MESSIADES, 2014).

Para determinacdo do teor de alcaloides totais, o ensaio descrito por Sreevidya (et al.,
2003), consiste na precipitacdo dos alcaloides pela acao do reagente de dragendorff em meio
acido, com posterior tratamento deste precipitado com sulfeto dissodico, seguida de
ressuspensdo em acido nitrico e adicdo de tiouréia. A absorbancia da solucdo resultante ¢
entdo comparada a curva de calibracdo construida com padrdo nitrato de bismuto

pentahidratado.
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Figura 10: Alcaloides de raizes, folhas e cascas do caule. (OLIVEIRA, 2008)

Essa classe de substancias do metabolismo secundario ¢ famosa pela acentuada agdo
sobre o sistema nervoso central. A sociedade moderna tem feito usos diversos dessas
substancias, tanto de forma licita como a utilizagdo da nicotina (Figura 10E) e mesmo ilicita
como os entorpecentes comercializados pelo narcotrafico como o LSD (Figura 11A)

(dietilamida do &cido lisérgico) e a cocaina (Figura 11B) (OLIVEIRA, 2008).

Figura 11: Alcaloides de importancia social e econdomica. (OLIVEIRA, 2008)

Na antiguidade ha referéncias do uso dessa classe de substancias na execucdo do
filosofo grego Socrates, condenado a ingerir cicuta (Conium maculatum), fonte do alcaloide
coniina (Figura 12A). Os romanos também utilizavam os alcaloides hiosciamina (Figura

12B), ¢ atropina (Figura 12C), derivados da Atropa belladonna, em homicidios. Outras
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civilizagdes antigas ainda usavam alcaloides para o envenenamento de setas empregadas em
cacadas e guerras, como o extrato do curare (Chondodedron tomentosum), produtor do
alcaloide tubocurarina (Figura 12D) e da estricnina (Figura 12E) extraida de Strychnos nux-
vomica (PERES, 2005).

Figura 12: Alcaloides de importancia historica. (OLIVEIRA, 2008)

3.9.4. Alcaloides de maior prevaléncia na espécie A. pyrifolium Mart.

3.9.4.1. Alcaloides inddlicos:

De acordo com Dewick (1997): “Sao alcaloides derivados do 4acido aminado
triptofano, que contém um sistema de anel ind6lico, originado na rota do acido chiquimico
via 4cido antranilico. Ele atua ainda como o precursor de uma grande variedade de outros
alcaloides, além dos indolicos, pode sofrer rearranjos que promovem a conversao do sistema

de anel ind6lico em quinolinico”.

3.9.4.2. Alcaloides inddlicos simples:

Este tipo de alcaloide ¢ formado por modificacdo simples do L-triptofano, dando
origem a triptamina por reagdo catalisada pela enzima triptofanodescarboxilase e aos
derivados N-metil e N,N-dimetil, largamente distribuidos em muitos vegetais, como, por

exemplo, derivados hidroxilados, como o 5- hidroxitriptamina (serotonina) (Figura 13A),
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encontrado em tecidos de mamiferos onde age como neurotransmissor no sistema nervoso
central. Uma série de reacdes de descarboxilagdo e hidroxilacdo do L-triptofano da origem a
psilocina (Figura 13B) e psilocibina (Figura 13C) substancias detentoras de propriedades
alucinogenas. Uma via biossintética que cliva dois 4tomos de carbono produz ainda o

alcaloide gramina (Figura 13D) (MUSTCH, 2003; OLIVEIRA, 2008).
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Figura 13: Alcaloides Indolicos simples (OLIVEIRA, 2008)

3.9.4.3. Alcaloides indélicos monoterpenoides:

Esta classe de alcaloides possui uma origem biossintética comum, o precursor
estrictosidina, glicosideo formado a partir da condensagdo da triptamina com o aldeido
monoterpénico secologanina (Figura 14). Esta reagdo ¢ catalisada pela enzima estrictosidina
sintase. Os alcaloides indolicos monoterpénicos constituem o maior grupo de alcaloides em
plantas, podem ser encontrados em cerca de oito familias, dentre as quais a Apocynaceae,
Loganiaceae ¢ Rubiaceac (BRUNETON, 1999).

MNH

Triptamina Secologanina Estrictosidina

Figura 14: Reacdo de obtengdo da estrictosidina (OLIVEIRA, 2008).
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Rearranjos na parte terpenoidica da estrictosidina leva a formagdo de subclasses
(Figura 15) (BRUNETON, 1999 ¢ ZENK, 1980).

I - Alcaloides em que a unidade monoterpénica ndo sofreu rearranjos [esqueletos
corinanteano (a) ou estricnano (b)];

I - Alcaloides com rearranjo nos carbonos C-17 e C-20 da unidade
monoterpenoidica (esqueleto aspidospermano);

I - Alcaloides com rearranjo nos carbonos C-17 e C-14 da unidade

monoterpenoidica (esqueleto ibogano).

- CORINANTEANO
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Figura 15: Esquema das reagdes na cadeia terpenoidica (OLIVEIRA, 2008).

Estas subclasses sdo ainda subdivididas em 9 tipos principais as quais se adicionam

os bis-inddlicos que sdo alcaloides diméricos (Figura 16).
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Figura 16: Esqueletos basicos dos alcaloides indolicos monoterpénicos. (OLIVEIRA,
2008).

3.10. O processo inflamatério

De acordo com Morrow e Roberts II (2007): “os quatro primeiros sinais da
inflamagao foram descritos por Celsius, um escritor romano do século I (d.C.)., que relatou
sobre o aumento do fluxo sanguineo e a dilatacdo dos pequenos vasos (rubor), a
permeabilidade vascular aumentada (edema), que levaria a uma eclevacdo na temperatura
local (calor), a passagem de células do sangue circulante e dor local (dor)”. A perda da
fun¢do, quinto sinal da inflamagao foi relatada posteriormente (AQUINO, 2010).

A resposta do organismo na tentativa de restabelecer a homeostase frente a um
estimulo lesivo ¢ o que constitui um processo inflamatorio (RANG, 2007; AQUINO, 2010).
Essa resposta ¢ na maioria das vezes benéfica, e quando ausente pode colocar em risco a
saude do individuo (VODOVOTZ et al., 2008). Isso envolve uma série de eventos que
podem ser causados por inumeros estimulos, a exemplo de agentes infecciosos, lesdo
térmica, reagdes antigeno-anticorpo ou respostas a estimulos fisicos (MORROW E
ROBERTS II, 2007).

Esses eventos podem ser agudos ou cronicos ¢ quando prolongados podem induzir,

manter ou agravar muitos transtornos, necessitando do auxilio de agentes com propriedades
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anti-inflamatorias, que possam auxiliar no tratamento de determinada enfermidade (SOSA,
2002, AQUINO, 2010).

O processo inflamatorio pode ser a causa de inumeras patologias, desde as mais
simples até doencas como diabetes, cancer e doengas cardiovasculares (LUCAS et al.,
2006), e ¢ a mobilizacdo enddgena dos diversos mediadores que sdo liberados localmente
que provoca os sinais e sintomas inerentes a esse processo (DI ROSA et al., 1971; DREUX,
2005).

A resposta inflamatoria geralmente ocorre em tecido conjuntivo vascularizado,
inclusive no plasma, células circulantes, vasos sanguineos e componentes extracelulares
(COTRAN et al., 1996).

A primeira fase a inflamagdo (fase aguda) ¢ onde ocorre os fendmenos vasculares e
celulares descritos abaixo segundo Albertine (2001):

I - Alteracdes de fluxo na microcirculagdo, levando a vasodilatagdo das arteriolas;

II -Aumento da permeabilidade vascular e formacdo de exsudato rico em proteinas,
causando edema local;

IIT — Migragao de leucdcitos polimorfonucleares para o local da lesdo.

Todo esse processo ocorre por estimulos dos mediadores inflamatérios. Tais
mediadores podem ser produzidos no plasma, células ou tecidos agredidos. Entre eles
destacam-se: histamina, cininas plasmaticas (bradicinina), serotonina, prostaglandinas,
elementos ativados pelo sistema complemento, proteases neutras, produtos oriundos da
fibrina (PDF), citocinas, entre outros (ALBERTINE, 2001).

O actmulo de leucoécitos polimorfonucleares no local da lesdo depende de uma
sequencia de eventos, que compreendem a marginagdo, adesdo, migragdo em direcdo ao
estimulo quimiotatico, fagocitose e degradacdo intracelular do agente lesivo, levando
também a liberacdo extracelular de produtos de leucocitos (Figura 17) (CONTRAN et al.,
1989).
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Figura 17: Sequencia de eventos leucocitarios na inflamagao (DREUX, 2005).

O exsudato inflamatorio ¢ um limitante ao agente lesivo, por ser constituido de
anticorpos, fatores do complemento e outras macromoléculas, que modulam a resposta
inflamatoria (MONTENEGRO et al., 1999; DREUX, 2005).

Estudos histologicos mostram casos de inflamagdo exudativa aguda com predominio
de infiltragdo de neutrofilos, seguida de fase cronica, caracterizada por proliferagdo de
células fibrosas, formacdo de vasos sanguineos e infiltrado de células mononucleares
(SILVA, 1986; GARCIA ¢ LEME, 1979; DREUX, 2005).

Os mediadores inflamatorios podem ser de origem plasmatica ou tecidual. Atuam
como mensageiros quimicos com agdo nos vasos sanguineos e/ou células, provocando
sintomas e sinais inerentes a inflamagao, como: vasodilatagdo, aumento da permeabilidade

vascular, opsoniza¢do, quimiotaxia, destrui¢do de tecidos, dor, febre, etc (DREUX, 2005).

Mediadores plasmaticos:

- Sistema das cininas;

- Sistema complemento (C3a, C5a, C5b-C9);
- Sistema de Coagulacio;

-Sistema fibrinolitico.

Mediadores teciduais:

-Aminas vasoativas: histamina e serotonina (mastocitos e plaquetas);
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-Derivados do 4cido aracdonico (fosfolipideos de membrana): prostaglandinas,

prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos;
-Enzimas lisossomais (neutr6filos e mastocitos);
-Metaloproteinas de matriz;
-Radicais livres derivados de oxigénio leucoécitos;
-Fator de agregacao plaquetaria — PAF;
-Citocinas (macrofagos e linfocitos ativados);
-Oxido nitrico;

-Fatores do crescimento

O acido aracdonico pode produzir mediadores inflamatorios a partir de duas vias:

vias da cicloxigenase (COX) e via da lipoxigenase. Os prostanoides, incluindo

prostaglandinas e tromboxano A, sdo produzidas através enzima cicloxigenase (Figura 18)

(YOSHKALI 2001).
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Figura 18: Geragao de metabolitos do acido aracdonico e seus papéis na inflamagao

(COTRAN et al., 2002)
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A via da cicloxigenase produz prostaglandinas como PGE, (participa de reacdes
alérgicas), PGP, PGF,., PGI, (prostaciclinas) e tromboxanos (TxA;) (COTRAN et al.,
1996; WHITE, 1999).

Até 1971 somente uma COX havida sido descrita. No inicio da década de 90 a
isoforma COX-2 foi descoberta. A enzima COX-1 ¢ constitutivamente expressa, ja a COX-2
¢ expressa sob circunstancias especificas, principalmente em processos inflamatorios. Apds
uma década, a terceira isoforma foi descoberta e chamada de COX-3, que ¢ mais abundante
no coragdo e cortex cerebral (XIE et al.,, 1991; MARCHESLLI e BAZZAN, 1996;
CHANDRASERKHRAN et al., 2002; AQUINO, 2010).

Na via da lipoxigenase a S-lipoxigenase ¢ a enzima predominante de neutrofilos,
dando origem ao principal produto a HEPE, que por sua vez da origem aos leucotrienos. O
leucotrieno LTB ¢ um importante mediador da aderéncia de células ao endotélio. Os
leucotrienos LTC4, LTD4 € LTDC4, causam vasoconstri¢do, broncoespasmos e aumento da
permeabilidade vascular (SIQUEIRA e DANTAS, 2000).

Os tromboxanos (ex. TxA;,), contribuem no processo de coagulacdo sanguinea
(BAZAN e FLOWER, 2002).

A histamina ¢ uma amina vasoativa que, apOs liberacdo atuam em receptores
hiataminicos Hl. Em concentragdes menores causa prurido ¢ em maiores quantidades
provoca hiperalgesia e dor. (DRAY, 1995).

A serotonina € outra amina vasoativa muito importante que provoca agregagao
plaquetaria através de receptores 5-HT»A, causando também vasodilatacdo quando o
endotélio estd intacto. Se houver lesdo no endotélio, a mesma causa constric¢aoe prejudica
ainda mais o fluxo sanguineo (KANG et al., 2007).

A bradicinina ¢ uma cinina que age em receptores beta -1 e beta-2 e provoca
vasodilatagdo, permeabilidade vascular e estimulacdo de células do sistema imune e
neuronios sensoriais. Estd relacionada com processos de injuria tecidual (TDGUI e
MALLA, 2001).

O o6xido nitrico (NO) por sua vez promove relaxamento da musculatura lisa, reduz a
agregacdo plaquetaria e ¢ citotoxico contra agentes lesivos. E produzido por células do
endotélio por estimulo de citocinas como MCP-1, IL-6, M-CSF, ICAM-1 ¢ VCAM-1
(TDGUI e MALLA, 2001).

A citocinas pro-inflamatorias sdo peptideos sintetizados por mondcitos e linfocitos.

Dentre as principais estdo: interleucina 1 (IL-1) E fator de necrose tumoral (TNF)



56

(MONTENEGRO, 1999). Interleucinas 1 e 6 e TNF-alfa possuem papel importante tanto na
indugdo da inflamacdo local, como também, na inducdo da febre. Isso promove uma defesa
ao agente infeccioso (ex. bactérias), por varios dias (YOSHIKALI 2001).

Outro importante mediador inflamatorio ¢ a substdncia P, um dos neuropeptidios
mais estudados, sendo liberado sob vérios estimulos nocivos. Acredita-se que exer¢a funcao
através de modulacdo especifica de receptores NK1 (SNIJDELAAR et al., 2000). Pode
interagir com outros componentes da transmissdo da nocicep¢do, aumentando respostas a
aminoacidos como aspartato e glutamato na regido dorsal da medula espinhal
(SNIJDELAAR et al., 2000).

3.11. Fisiopatologia da dor:

A dor ¢ definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como
sendo “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada com uma lesdo
tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesao” (OLINDA, 2010).

Essa sensagdo desagradavel ¢ inerente a cada individuo. E a resposta a um estimulo
nocivo, o qual ¢ sinalizado pelo organismo como um alerta a satide dos 6rgdos e tecidos.
Quando ocorre de maneira rapida (dor aguda) ¢ provocada por estimulos mecénicos e/ou
térmicos, enquanto que, a dor lenta envolve tanto estimulos mecéanicos e térmicos como
também estimulos quimicos (RUOFF e LEMA, 2003; GUYTON e HALL, 2002). A dor
lenta, também chamado de dor cronica, pode muitas vezes ocorrer de uma injlria ou
processo inflamatoério dificil de ser identificado (WANG e WANG, 2003). Esse processo até
certo ponto ¢ de grande importancia para a manutengdo da homeostasia do individuo e da
sua relacdo com o meio (PIRES, 2007; OLINDA, 2010).

A dor aguda na maioria das vezes estd relacionada com lesdo recente, ativando
nociceptores no local da lesdo e pode desaparecer antes da cura do dano tecidual (AQUINO,
2010). Ja a dor cronica pode permanecer por mais tempo (meses ou anos), podendo afetar de
maneira fisica, comportamental ou psicologica a saude do individuo (AQUINO, 2010).

O fendmeno da dor apresenta dois componentes importantes de acordo com
Ramadabran e Bansinath (1996): “o sensorial e o emocional/afetivo. O componente
sensorial corresponde ao mecanismo neurofisiolégico e permite a transmissdo e
interpretacdo do estimulo nocivo através da ativagdo de receptores. Enquanto que, o
componente emocional ¢ a percepgdo do estimulo doloroso”.

De acordo com o tipo de lesdo e seus mediadores, a dor pode ser classificada em:
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- Nociceptiva: na qual um grande niimero de nociceptores (receptores para a dor) sdo
estimulados. Pode ocorrer por estimulagdo quimica ou fisica de terminagdes nervosas
normais, ¢ pode ser uma resposta a danos teciduais, como inflamagao, traumas, isquemias,
etc (RANG e DALE, 2007);

-Neuropatica: pode ocorrer quando ha disfungio de algum nervo. E resultante de um
dano (alguma doenca), que envolva regides do Sistema Nervoso Central e/ou da Medula
Espinhal. Individuos que sofrem de dor neuropatica podem sentir manifestagdes dolorosas
originadas de algumas desordens como: hiperalgesia (sensibilidade exacerbada a um
estimulo doloroso); alodina (dor em resposta a estimulos ndo dolorosos) e hiperestasia
(sensibilidade anormal a um estimulo sensorial) (BESSON e CHAOUCH, 1987; DRAY et
al., 1994; AQUINO, 2010);

- Psicogénica: dor associada a fatores psicologicos (AQUINO, 2010).

Quando ¢ de origem inflamatoria, a dor pode ser caracterizada pela presenca de
mediadores quimicos, que tem o potencial de diminuir o limiar dos nociceptores, ativando os
receptores, ou ambos, a depender do tipo de substancia liberada (AQUINO, 2010 apud
FERREIRA et al., 1993).

Durante a modulagdo da dor a estimulos térmicos, mecanicos e/ ou quimicos, as
terminagOes nervosas periféricas das fibras nociceptivas sensoriais viscerais € somaticas
aferentes sofrem alteragdes de modo que, os canais i0nicos/receptores, sofrem mudangas na
conformacdo e medeiam a despolarizagdo para que inicie um potencial de a¢do e os axonios
aferentes primarios possam conduzir a informagdo das terminagdes periféricas para o

sistema nervoso central (Figura 19) (GOLAN, KUBITZKI e MESQUITA, 1978).
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Figura 19: Visao Geral do mecanismo da dor (AQUINO, 2010).

Os nociceptores sao continuidade de fibras aferentes sensitivas, principalmente dos
tipos A-delta [participam da fase primaria da dor (dor rapida) e respondem a estimulos
provocados por frio, calor e mecanismos de alta intensidade, conduzindo-os com velocidade
intermedidria] e C [participam da fase secundaria da dor (dor difusa), conduzindo com baixa
velocidade os estimulos de calor, temperatura morna e estimulos mecanicos intensos ou
irritantes]. Ambas as fibras A-delta e C, terminam nas ldminas mais superficiais do corno
dorsal (AQUINO, 2010). As fibras A-delta estdo localizadas na pele ¢ membranas mucosas
e as fibras C estdo largamente distribuidas nos tecidos e na pele (CARVALHO e VIANNA,
1994). Existem ainda as fibras Af, que sdo de grande didmetro, sendo capazes de conduzir
rapidamente o estimulo doloroso, respondendo a estimulos periféricos semelhantes. A
maioria dessas fibras, originarias de neurdnios cujos corpos celulares estdo localizados nos
ganglios das raizes medulares dorsais, faz sinapses com neurdnios secundérios do corno da
medula dorsal (BESSON, 1987; MILLAN, 1999).

Quando o potencial de ag@o ¢ gerado nos aferentes primarios, induzem a liberagao de
neurotransmissores ao alcancar as terminag¢des axonicas centrais do corno dorsal da medula
espinhal. Contudo, a transmissao sindptica no corno dorsal entre os aferentes primarios das
fibras C e os neurdnios de proje¢do secundarios, possuem substancias de ag¢do rapida (ex.

glutamato), neuropeptidios (ex. substancia P) e neuromoduladores) (AQUINO 2010).
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Dentro desse contexto, a transmissdo sindptica realizada na medula espinhal ¢é
regulada por interneurdnios inibitorios locais e proje¢cdes que descem do tronco encefélico
at¢é o corno dorsal. Existem mecanismos de regulacdo ascendente e descendente da
transmissdo dos estimulos nociceptivos determinando a intensidade da dor. A regulagdo
ascendente age na transmissdo periférica para o cérebro (Figura 20), ja a descendente pode

controlar a transmissao no sentido inverso (JOHNSON, 2000; BASBAUM et al, 2009).
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Figura 20: Transmissdo nervosa ascendente realizada durante o estimulo para a dor

(BEYZAROV, 2006).

Virias substancias neurotransmissoras sdo responsaveis pela modulacdo da atividade
nociceptiva, como os aminodcidos excitatorios glutamato e aspartato ¢ diversos outros
neurotrasmissores e neuropeptidios, incluindo as taquicininas [substancia P (SP),
neurocinina A (NKA) e neurocinina B (NKB)], peptidio geneticamente relacionado com a
calcitonina (Calcitonin Gene-Related Peptide - CGRP), colecistocinina (CCK),

somatostatina, 6xido nitrico (NO), prostaglandinas (PGs), galanina, encefalinas e endorfinas
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(WOQLF, 1994; CAO et al, 1995; MILLAN, 1999; VITOR et al, 2008). Esses sistemas por
sua vez podem limitar a transferéncia de informacdo no estimulo da dor para o cérebro,
constituindo alvos para intervengdo de muitos estudos farmacologicos (GOLAN et al.,
1978).

3.11.1. Mediadores da dor

Virios mediadores quimicos estdo envolvidos no processo da dor, dentre eles a
interleucina IL-1beta, que ¢ produzida no tecido inflamado. As células que formam a
barreira hematoencefalica reconhecem essa interleucina quando a mesma ¢ liberada na
corrente sanguinea. Subsequentemente, a IL-1beta expressa duas enzimas: a COX-, e PGE,-
sintase (EK et al., 2001). Estas por sua vez vao gerar a formacdo de PGE,, que ir4 ativar
receptores que levardo a transmissdo do estimulo doloroso até o cérebro (BARTIFALI, 2001).

Algumas substancias quimicas que surgem no processo de nocicepcdo em
decorréncia de inflamac¢des com agdo local s3o: bradicinina, serotonina, histamina ¢
produtos derivados prostanoides. Outros sdo produzidos no corpo neuronal para a periferia
(substancia P e CGRP) (MARQUES, 2004). Estes ultimos (SP ¢ CGRP) aumentam o edema
inflamatoério, atuando diretamente sobre as vénulas, causando vasodilatacdao, contribuindo
para a liberag@o de histamina pelos mastocitos e para a hiperalgesia (AQUINO, 2010).

O trifosfato de adenosina (ATP) pode estar presente na dor transiente, quando na
presenca de lesdo tecidual (BEAN, 1990; AQUINO, 2010).

A bradicinina ¢ um dos agentes mais ativos para a dor, pois ativa de forma direta as
fibras A-delta e C e aumentam a sintese e liberagdo de prostaglandinas (BASBAUN e
JESSEL, 2004).

Essa grande quantidade de mediadores quimicos leva a redugdo do limiar de
sensibilidade das terminagdes nervosas vizinhas, estando relacionados com regides nio
envolvidas pelo estimulo inicial (MARQUES, 2004).

3.12. O uso de modelos animais como ferramenta na pesquisa de novos farmacos:
Tendo em vista que os atuais anti-inflamatorios, bem como os analgésicos utilizados

para o tratamento de patologias agudas e cronicas apresentam muitos efeitos colaterais,

devido suas agdes sobre os diversos sistemas, sdo intensas as pesquisas realizadas na
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atualidade em busca de novas drogas que possuam menos efeitos adversos € uma maior
eficacia (OLINDA, 2010).

As metodologias farmacologicas e toxicologicas (a experimentagdo animal,
propriamente dita) se baseiam na observagdo dos efeitos de substancias sobre organismos
vivos, para a qual o experimentador se vale de técnicas fisioldgicas ou bioquimicas. Por
meio dessas observacgdes, podem ser obtidos dados qualitativos ou quantitativos sobre a acao
de medicamentos ou substancias (PRESGRAVE, 2002).

O desenvolvimento de novas terapias e drogas sempre depende do modelo animal
apropriado para uma determinada atividade biologica (ALBERTINE, 2001).

Do ponto de vista laboratorial, existem diversos métodos experimentais empregados
na investigagdo dos processos inflamatorios. Esses métodos sdo bastante varidveis e
analisam alguns aspectos do processo inflamatorio (GARCIA LEME, 1979), como:

-os fendmenos dolorosos, sua origem, produgdo e mecanismos;

-os fendmenos vasculares precoces, dilatagdo, alteragdes do fluxo, dindmica
circulatoria;

-alteracdes de permeabilidade vascular;

-desenvolvimento de edemas;

-pesquisa de fatores quimiotaticos e seus mecanismos;

-processos fagocitarios;

-analise quimica e farmacologica de exsudatos inflamatorios e perfusatos de éareas
inflamadas, para deteccdo de substancias ativas (mediadores e enzimas);

-Alteracdes no sistema linfatico: composicdo e fluxo de linfa;

-Alteragdes morfologicas globais, natureza das células presentes, a extengdao do
infiltrado celular e lesao final;

-0s processos cicatriciais (DREUX, 2005).
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CAPITULO 1

LINS, F. S. V. CONSTITUINTES QUIMICOS DE Aspidosperma pyrifolium Mart.
Campina Grande, PB: UEPB, 2016. (Dissertacdao de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas).

1. INTRODUCAO

A identificacdo de metabdlitos secundarios provenientes de espécies vegetais vem
sendo objetivo de muitos estudos, incentivando pesquisas na area de fitoquimica de plantas
medicinais, colaborando assim para o conhecimento da constituicdo quimica, bem como sua
relacdo com as acdes biologicas que provocam no organismo. Com base nisso, esses
produtos vém sendo utilizados atualmente como alimentos ou fdrmacos, confirmando o
conhecimento empirico estabelecido pelas comunidades (SANTOS, 2010).

Aspidosperma pyrifolium Mart. (Pereiro), ¢ uma planta da familia Apocynaceae,
geralmente encontrada na caatinga nordestina e ¢ bastante utilizada na medicina tradicional
contra afecgdes do trato respiratorio, digestorio e urindrio, assim como no controle da febre,
vomitos e dermatites. Na medicina veterinaria ¢ usada no tratamento de ectoparasitoses de
animais domésticos (SANTOS, 2010; MESSIADES, 2014; RODRIGUES, 2015).

Virios estudos ja comprovaram a existéncia de algumas classes de metabolitos
secundarios existentes em extratos provenientes dessa espécie, como alcaloides, flavonoides
(ex.: rutina), triterpenos, esteroides, iridoides, saponinas, taninos, bem como aglcares
redutores e glicosideos. Segundo a literatura, propriedades biologicas ja foram comprovadas,
a exemplo de atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva, estando essas associadas
principalmente a seus alcaloides indodlicos (NOBREGA, 2008; SILVA et. al., 2011,
MESSIADES, 2014).

Estudo da fracdo aquosa do extrato etandlico de sementes de A. pyrifolium mostrou
que a espécie ¢ uma fonte promissora de alcaloides indolicos plumeranicos. Entre os
compostos obtidos, o alcaloide (3aH) - 15 (14 — 3) -abeo-aspidofractinina foi isolado pela
primeira vez, assim como os compostos N-metilakuammidina, acido loganico, loganina e
acido  2-hidroxi-3-O-b-D-glucopyranosylbenzoico. ~Além disso, o alcaloide N-
acetilaspidofractinina foi pela primeira vez obtido como um produto natural e suas
atribui¢des de dados de RMN de 'H e "°C estdo sendo relatados também pela primeira vez

(NOGUEIRA et al., 2014).
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O presente estudo teve como objetivo realizar uma caracterizagdo fitoquimica da fase
hexanica e da fracdo de alcaloides totais de A. pyrifolium Mart., tendo como enfoque a
identificagdo dos compostos isolados a partir de técnicas cromatograficas e

espectroscopicas.

2. MATERIAIS E METODOS:

2.1. Local da pesquisa:

A maior parte da pesquisa fitoquimica (desde a secagem do material botanico,
preparo e parti¢do do extrato bruto, isolamento da fase alcaloidica, cromatografia em coluna
e cromatografia em camada delgada) foi realizada no Laboratério de Fitoquimica da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

A técnica de cromatografia em coluna de média pressdo (utilizada para isolar a
fragdes da fase alcaloidica) foi realizada no Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPerFarm), também na Universidade Federal da Paraiba.

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectroscopia de
massas de baixa resolucdo foi realizada no Laboratério de Pesquisas Quimicas do Instituto
Nacional do Semiarido (INSA), na cidade de Campina Grande-PB.

A espectroscopia no Infravermelho foi realizada no Centro de Biotecnologia
(CBiotec), da Universidade Federal da Paraiba, e o espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear foram obtidos no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPerFarm),

também na Universidade Federal da Paraiba.

2.2. Material botéanico

As cascas do caule de A. pyrifolium Mart. foram recoletadas no sitio Capim Grande,
nas proximidades do distrito de Sdo José da Mata, Campina Grande, Paraiba, no més de
agosto de 2014 (coordenadas: S7°13°27,56” — W36°00°53,37”). Apos a coleta, o material foi
identificado por comparagdo através de estudos ja realizados na Universidade Estadual da
Paraiba, no qual a amostra coletada foi identificada pelo Prof. Dr. Leonardo Pessoa Félix e a
exsicata depositada no herbario Jayme Coelho de Moraes na Universidade Federal da
Paraiba, sob o nimero 20104 (MESSIADES, 2014).
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2.3. Preparacao do extrato etandlico bruto

As cascas de A. pyrifolium Mart. foram secas em estufa de circulagdo de ar (40 °C ) e
pulverizadas em moinho de facas com granulometria de 10 mesh. Posteriormente, foram
submetidas a extragdo por técnica de maceragdo a temperatura ambiente, usando etanol a
96% como solvente (planta:solvente, 1:5 m/V). A cada 3 dias o macerado era filtrado e
guardado em recipiente fechado e o restante do material usado para nova extracdo,
renovando-se o solvente. Esse processo foi feito durante 4 semanas até total saturagdo do
material vegetal. O extrato obtido foi evaporado em evaporador rotativo (TE — 21 da
TECNAL), acoplado a uma bomba de vacuo (TE — 0581 da TECNAL), obtendo-se ao final
552 g do extrato etandlico bruto de A. pyrifolium (EEB-Ap) (MESSIADES, 2014).

2.4. Particao do EEB-Ap:

Uma parte do EEB-Ap (112g) foi submetida a uma particdo em ampola de separacao,
utilizando solventes de polaridade crescente, obtendo-se ao final da parti¢do as seguintes
fases com seus respectivos rendimentos: fase hexanica (57,46% /Peso=64,36g), fase
cloroférmica (18,03% / Peso=20,2g), fase acetato de etila (1,25% / Peso=1,4g) e, por fim, a
fase metanolica (3,83% / Peso=4,28g).A fase hexanica (de maior rendimento) foi submetida
a cromatografia em coluna. Abaixo segue o fluxograma 2, mostrando desde o processo de

extragdo até a obtencdo das fases.
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P das cascas de 4. pyrifolium (2,8 kg)

Maceracio (etanol 96%)

Fase hexinica (57,46%) Fase CH,Cl, (18,03%)

Fase acetato de etila (1,25%) Fase metanélica (3,83%)

Fluxograma 2: Processamento das cascas do caule até obtengdo das fases de A.

piryfolium Mart.

2.5. Cromatografia em Coluna (CC) da fase hexanica:

Para andlise cromatografica em coluna da fase hexanica (17,01 g) foi utilizada
silica-gel como fase estacionaria e como fase movel solventes de polaridade crescente, desde
hexano até metanol 100%. Dessa coluna foram obtidas 100 fragdes.

As fragdes 1-41 mostraram carater apolar, onde as elui¢des foram realizadas até
diclorometano 100%.

A fracdo 20 (precipitado amarelo — 9 mg), foi retirada da coluna utilizando sistema
de solventes Hex:CH,Cl, (1:1 V:V). Apos secagem, a fragdo foi diluida varias vezes em
hexano puro, para separar a parte mais oleosa. A parte soliivel apenas em diclorometano
100% (cristais amarelos) foi a escolhida para anélise de cromatografia em camada delgada.

A fracdo 26 (precipitado branco — 14 mg) foi retirada da coluna em sistema Hex :

CH,Cl, (8:2). Apos secagem, a fragdo foi diluida varias vezes em hexano puro, para separar
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a parte mais oleosa. A parte soluvel apenas em diclorometano 100% (cristais brancos) foi a

escolhida para andlise de cromatografia em camada delgada (fluxograma 3).

Fase hexamica {17.1g)

CC gel de silica
faze normal

A/
" N

F 20 (precipitado amarelo) F 26 (precipitado branco)
cC cC
I:HE'. C-chlrb I:HEL Cchlr-'

11 1

Lavada com hexano puro Lavada com hexano puro
para retirar a parte mais para retirar a parte mais
apolar e obter apenas os apolar e obter apenas os
cristais solives em CHCh cristais soliveis em CHCE
(9 mg) (14 mg)

Fluxograma 3: Cromatografia em coluna das fragdes 20 e 26 da fase hexanica até

chegar no composto puro.

2.6. Obtencao da fracao de alcaloides totais de A. pyrifolium Mart (FAT-Ap):
400 g do EEB-Ap foi submetido a uma marcha sistematica para obtengdo de
alcaloides a partir das seguintes etapas:
= 300 mL de 4cido cloridrico a 3% foram adicionados ao EEB-Ap até atingir pH 3,0-
4,0;
» Em seguida, a solugdo foi aquecida em banho-maria por 10 min;

= Apos esfriar, a suspensdo foi filtrada;
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» O filtrado foi alcalinizado com solugdo de hidréxido de amonio a 10% até pH 10 e,
posteriormente extraido com cloroféormio até reacdo negativa com reagente de
Dragendorff;

» A fase aquosa basificada foi descartada e a cloroféormica lavada com 4gua,
desidratada com Na,SO4 anidro, filtrada e evaporada sob pressao reduzida a 55° C
em evaporador rotativo, obtendo-se a fragdo de alcaloides totais de A. pyrifolium

(FAT-Ap), com rendimento de 2,29% (DI ASSIS, et. al., 2009) (fluxograma 4).

EEB-Ap. (400g)

Acdificndo eom W 1% aeépH 3,040

Solucao acds de FEE-Ap

Aguecida sm banho-maria por 10
minuins ssfriads, irads e aleabnisda
com NH,OH 2 10% ate pH 10

Fase bastlcada de FTR-An

Extraidas ecom CH-(F ate reacio
nesativa com Dragendorff e a fase
aguosa bazficads fol descartada

Lavada com HyO, desdratads com
Na: S0, anidro, filirada et asarsds
wob pressio reduzida a 3570

FAT-Ap. (2,29%)

Fluxograma 4: Obtengao da FAT-Ap.

Apo6s secagem, 1 mg da FAT-Ap foi pesado e colocado em tubo de ensaio para teste

qualitativo com reagente de Dragendorff, formando um precipitado vermelho intenso,
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indicando a presenca de alcaloides (Figura 21). Uma parte da FAT-Ap. foi utilizada para

analise de cromatografia em coluna.

Figura 21: Reacdo positiva para presenca alcaloides (Fonte: dados da pesquisa).

2.7. Cromatografia em Coluna (CC) da FAT-Ap:

A andlise cromatografica em coluna da FAT-Ap. (2g) foi realizada em cromatografo
de média pressdo, tendo alumina como fase estacionaria e como fase movel solventes de
polaridade crescente, desde hexano até metanol 100%. A maioria das fracdes (14-48) foram
eluidas com solventes mais polares, desde atetato de etila 100% até metanol 100%. Foram
obtidas ao final 48 fragoes.

Dessas 48 fragoes, a fragdo 8 (F8 - FAT-Ap.- 126 mg), a qual foi retirada da coluna
com sistema de solventes acetato de etila:metanol (1:1 - V:V), foi submetida a cromatografia
por exclusao em coluna de Sephadex, utilizando como fase movel cloroférmio:metanol (1:1

V/V), obtendo-se nesta etapa 11 fragdes (fluxograma 5).
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FAT-Ap. (2,0 g)

|

CC média pressio
{(alumina)

Solventes em grau

crescente de polaridade

E F8 da FAT Ap. (retirada
48 fracdes —_— da coluna em acetato de
etila : metamol (1:1)—
126 mg

Submetida a CC degel
de Sephadex
CH:CI2 : MeOH
1:1%

11 fracdes(F1-F11)

Fluxograma 5: Cromatografia em coluna de média pressao da FAT-Ap.

2.8. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

A mistura das fragdes 9 a 11 (F9-11FAT-Ap) (86mg), provenientes da coluna de
Sephadex, realizada com a F8 (retirada da coluna de média pressdo), foi submetida a
cromatografia liquida de alta eficiéncia em dois cromatografos diferentes. O perfil
cromatografico da amostra foi analisado em CLAE analitico e os picos detectados foram
separados e coletados em CLAE preparativo.

Para andlise em CLAE analitico foi utilizado o sistema Infinity Series More
Confident 1260 (600 bar) da marca Agilent,

Antes da injecdo a fragdo foi diluida em solugcdo aquosa a 0,2% de éacido
trifluoroacético (TFA):acetonitrila (ACN) (1:1 - V:V) na concentracdo de 1 mg/mL e,

posteriormente, filtrada e o volume injetado no aparelho foi de 50 pL. Foi utilizada coluna
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C-18 de fase reversa, mantida a 40 °C e como fase movel solucdo aquosa a 0,2% de
TFA:ACN (77:23 a 65:35 — V:V), com fluxo de 10 mL/min, tempo de 15 minutos, modo
gradiente.

Para isolamento e coleta dos picos detectados em CLAE analitico, foi utilizados
Sistema 2767 Sample Manager da marca Waters, software MassLinx "™ , com detector UV-
Vis de foto diodo (CLAE-DAD), acoplado a espectrometro de massas de baixa resolucdo e
inser¢do direta, com fonte de eletrospray e analisador quadrupolar de armadilha de ions (ions
trap) com modo ESI +. Antes da inje¢do a fragdo foi diluida em solucdo aquosa a 0,2% de
TFA:ACN (1:1 - V:V) na concentracdo de 1 mg/mL e, posteriormente, filtrada e o volume
injetado no aparelho foi de 200 pL. Foi utilizada coluna C-18 de fase reversa, mantida a 40
°C e como fase movel solugdo aquosa a 0,2% de TFA:ACN (77:23 a 65:35), com fluxo de
10 mL/min, tempo de 15 minutos, modo gradiente. Ao final foram obtidas 10 fracdes (R1-
R10). As fracdo R3 foi as que apresentou maior rendimento e seu cromatograma
corresponde aos picos de maior intensidade na amostra (fluxograma 6).

O sistema de eluigdo utilizado para coleta das fragdes por CLAE-EM esta descrito ta
tabela 2:

Tabela 1: Sistema gradiente utilizado para separa¢do dos picos da F9-11 da FAT-Ap em

CLAE preparativo.
Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)

0 77 23
2,1 75 25

4 74 26
5,3 73 27
7,9 71 29
9,8 70 30
12,0 68 32
13,6 66 34

15 65 35

Solvente A: solu¢do aquosa 0,2% TFA / Solvente B: acetonitrila 100%
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F1-F11 provenientes da FS da
FAT-AP retiradas da coluna de
Sophadex

Mistara de F 9-11 (36 mg)
—HPLCMS Preparativo
(TFA 0,2 % : MeCN)
{73:23 3 65:35)

!

|
==

.L

11 fragées (R1-R11)

R3 (Smg)

RAIN

Fluxograma 6: Obtengao da fracdo R3 por CLAE-preparativo.

2.9. Analise espectroscopica no infravermelho (1V):

Para anélise no infravermelho, 1 mg da fragdo F26, proveniente da fase hexanica foi
purificada e submetidas a andlise espectroscopica no infravermelho médio, utilizando
pastilhas de KBr, com objetivo de verificar quais os possiveis grupos funcionais estariam

presentes nas moléculas. Os dados espectrais foram registrados em aparelho BOMEN FT-IR
(modelo MB-100).

2.10. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN):
As fracdes 20 e 26 da fase hexanica, bem como a fragdo R3 da Fat-Ap (separada por

CLAE) foram submetidas a técnica de RMN, para obtengdo dos espectros de RMN de 'H e
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BC, utilizando técnicas uni e bidimensionais. Os espectros foram registrados em

espectrometro VARIAN SYSTEM, operando a 500 MHz (RMN 'H) e 125 MHz (RMN "C).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Dados Cromatograficos:

3.1.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

A fracdo F9-11 foi injetada 10 vezes no sistema CLAE analitico at¢ que fossem
ajustadas as condigdes adequadas para separagdo em CLAE preparativa. O perfil da amostra
pode ser visualizado na figura 37, onde os picos sao mostrados de acordo com o tempo de
retencdo (TR) de cada constituinte, em uma elui¢dao de 15 minutos.

Durante toda a andlise a amostra apresentou cinco picos principais, onde os tempos de
retencdo (TR) concentravam-se entre 7,6 e 9,7. Os TRs muito proximo dos constituintes
dificultaram a separag@o dos picos € nenhuma das fragdes obtidas apresentou perfil com 100%
de pureza.

Ao final, foram feitas 12 inje¢des da amostra e coletadas 10 fragdes (R3-R10), das
quais apenas uma (R3) foi possivel de ser detectada por RMN, devido ao baixo rendimento
obtido no final da andlise. A fragdo R3 correspondia aos picos de maior intensidade e seu

perfil apos o isolamento pode ser visualizado no cromatograma da figura 22.



86

Figura 22: Cromatograma de R3 obtido por CLAE preparativa (fase movel solugdo aquosa a
0,2% de TFA:ACN (77:23 a 65:35 - V:V), com fluxo de 10 mL/min em um tempo de 15

minutos, modo gradiente.
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O cromatograma com as massa de R3 estdo presentes na figura 39. Os picos de R3

apresentaram massas 385,44 ¢ 415,45 (figura 23).

Figura 23: Massas correspondentes aos picos de R3 (CLAE-MS-DAD-ESI+) em fase movel
[ solugdo aquosa a 0,2% de TFA: ACN (77:23 a 65:35 - V:V)], com fluxo de 10 mL/min,

tempo de 15 minutos, modo gradiente.
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3.2. Dados Espectroscopicos:

» ldentificacao dos compostos paristina e liquexantona (F20)

A fragdo F20 apresentou-se como um soélido cristalino alaranjado. O espectro no IV
(Figura 24, pagina 94) apresentou uma banda larga em torno de 3400 cm™, sugestiva de
hidroxila quelada na molécula. Em 1720 cm™, foi vista uma banda intensa caracteristica de
carbonila de cetona, além de bandas em 1600 e 1200 cm™, sugestivas de ligagdes entre
carbonos sp” e ligagio C-O (PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) (figuras 25-33, paginas 94-98), foi
possivel visualizar trés singletos em &y 13,38, 12,30 e 12,11, sugestivos de hidroxilas
queladas. Além disso, observou-se sinais em 8y 7,62 (d, J=1,6 Hz, 1H), 8y 7,36 (d, J=2,5 Hz,
1H), 8y 7,07 (d, J=1,6 Hz, 1H), 8y 6,68 (s, 1H), 8y 6,67 (d, J=1,6, 1H), &y 6,65 (d, J=1,6 Hz,
1H), &y 6,32 (d, J=2,3 Hz, 1H) ¢ 8y 6,29 (d, J=2,3 Hz, 1H), todos caracteristicos de
hidrogénios aromaticos, além dos sinais em &y 3,93 (s, 3 H), 3y 3,89 (s, 3 H) e 8y 3,87 (s, 3H),
sugestivos de metoxilas ligadas a anel aromatico. E em 8y 2,84 (s, 3H) e éu 2,44 (s, 3H),
atribuidos a metilas ligadas a carbonos sp” de anel aromético.

No espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCls) (figura 34, pagina 99), técnica APT,
foram vistos 32 sinais, sendo 19 para carbonos ndo hidrogenados (d¢ 190,9; 182,54; 182,15;
166,5; 165,3; 165,9; 163,9; 163,6; 162,3; 190,9; 159,55; 156,9; 148,5; 143.4; 135,5; 133.8;
113,1; 110,3 e 104,2), 8 para carbonos metilénicos (124,6; 121,4; 115,3; 108,3; 106,9, 98.,4;
96,9 ¢ 92,2) e 6 para carbonos metilicos (56,23, 55,85, 55,79, 23,91, 23,59 ¢ 22,31), sugerindo
que o composto em questao trata-se de uma mistura.

A presenca das hidroxilas em ponte de hidrogénio com carbonos ¢ das metilas em d¢
223 e 23,9 sdao sugestivos de substituintes de nucleo antraquindnico e xantdnico
(MICHELETTI et al., 2009; PAES, 2012).

Na analise do espectro do mapa de contorno HSQC ('Hx "0C) (figura 35, pagina 99),
foram observadas as correlagdes entre dy 7.07/ d¢ 124,65, 8y 7,62/ d¢c 121,43, 8y 7,36/ d¢
108,36 ¢ oy 6,67/ 0c106,92, sugestivas de presenga de 2 anéis tetrassubstituidos.

No primeiro anel foram vistas as correlacdes no mapa de contorno HMBC ('H x °C)
(figura 36, pagina 100) de 8y 7.07/ d¢ 113,1 e 22,31 e de 3y 7.62/ d¢ 182,15, 124,65, 113.8 ¢
22,31, além das correlagdes no mesmo espectro entre oy 12,11/ 3¢ 162,65, 113,8 ¢ 124,5 e de
dy 2,44/ 6c 148,59, 124,65 e 121,43, confirmando os deslocamentos em ¢ 113,41, 162,65,
124,65, 148,59, 121,43, 113,82 e 182,15 para as posigdes: 12, 8, 7, 6, 5, 11 e 10,
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respectivamente, com um substituinte hidroxilico na posi¢do C-8, sugerindo que na posi¢ao

C-9 exista uma carbonila e, em C-6, uma metila.

O sinal em &y 7,36 mostrou no HMBC (figura 36, pagina 100) correlagdo com ¢
182,15 € 106,92 ¢ o sinal em &y 6,69 com d¢ 165,34, 163,73, 110,38 e 108,36. Visualizou-se
também no HMBC correlacdes entre 8y 3,94/ oc 166,73, e de &y 12,31/ d¢ 165,34, que
confirmam a presenca da metoxila em 3y 3,94 na posi¢do C-3 e outra hidroxila em ligacdo de
hidrogénio com a carbonila em d¢ 190,8, na posi¢ado 1.

Os sinais em o¢ 106,92; 165,34, 166, 73; 110,38; 108,36 e, por exclusdo em 135,8,
foram confirmados para os carbonos 2, 1, 3, 13, 4 e 14, respectivamente (Figura 37, tabela 2,

pagina 92).

HaC

Figura 37: Formula estrutural do composto paristina

No mapa de correlacdio HSQC (figura 35, pagina 99) foram visualizados também as
correlacdes de dy 6,65/ d¢ 115,3, 8y 6,68/ d¢ 98,41, dy 3,89/ 0¢ 55,84 e 8y 2,87/ d¢ 23.9.

Ja no HMBC foram visualizadas as correlacdes entre dy 6,65/ d¢ 98,41, 23,91, 113,1,
163,88 e 8y 6,68/ 6c 159,55, 6 3,89/ d¢ 163,88 e 8y 2,85/ 5¢ 143,64, 115,59 e 113,11, o que
permitem atribuir os sinais em ¢ 115,3, 98,61, 113,11, 163,88, 159,55 e 143,64 para as
posicdes: 7, 5, 8a, 6, 10a e 8, respectivamente, além da metila em 6y 2,84 em C-8 e da
metoxila em 8y 3,89 em C-6.

Ainda no HSQC foram vistas as correlagdes 8y 6,32/ d¢ 92,22, 8y 6,29/ ¢ 96,31 ¢ 8y
3,87/ 3¢ 55,89, e no HMBC entre 8y 6,29/ o¢ 96,81e 157,12, 8y 6,32/ d¢ 163,90, 165,90,
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165,96, 104,26 € 92,11, 8y 13,38/ 0¢c 163,90 € 96,91 e 6y 3,87/ 6¢c 165,36, 0 que confirmam os
sinais em o¢ 96,31, 157,12, 163,90, 165,96, 104,24 e 92,22 para os carbonos 2, 4a, 1, 3, 9a e
4, respectivamente, assim como a metoxila (dyg3,86) em C-3, e a hidroxila (3y 13,38) em C-1

(Figura 38, tabela 3, pagina 93).

HsCO

Figura 38: Formula estrutural do composto liquexantona

A anélise dos dados espectroscopicos de IV e de RMN de 'H e *C, incluindo técnicas
bidimensionais, além de dados da literatura (tabelas 2 e 3), permitem identificar a mistura de
compostos como sendo: paristina (1,8-diidroxi-6-metil-3-metoxiantraquinona) e liquexantona
( 1 hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metilxantona), isoladas anteriormente das espécies Picramnia
ramiflora (PICRAMNIACEAE) e Zanthoxylum petiolare (RUTACEAE), respectivamente,
mas obtidas pela primeira vez na familia Apocinaceae.

Vale ressaltar, que as antraquinonas e xantonas geralmente se apresentam como
substancias cristalinas de cor amarela, vermelha ou laranja e estdo distribuidas largamente no

reino vegetal, desde plantas superiores até fungos e liquens (PAES, 2012).
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Tabela 2: Dados de RMN "°C (CDCls, 125 MHz ) ¢ 'H (CDCls;, 500 MHz) do composto
paristina (F20) proveniente da fase hexanica em comparagdo com dados da literatura da

mesma substancia ja isolada.

dcde F20 oy de F20 dc paristina oy paristina
(PAES, 2012) (PAES, 2012)
Cc
1 165,3 - 164,0 -
3 166,5 - 165,6 -
6 148,5 - 148,7 -
8 162,3 - 162,4 -
9 190,0 - 190,8 -
10 182,1 - 181,3 -
11 133,8 - 133,3 -
12 113,1 - 113,6 -
13 110,3 - 110,5 -
14 135,5 - 135,7 -
CH
2 106,9 6,67 (d, J=1,61 Hz, 106,8 6,67 (d, J=2,4 Hz)
1H)
4 108,3 7,36 (d, J=2,5 Hz, 108,3 7,35 (d, J=2,4 Hz)
1H)
5 121,4 7,62 (d, J=1,61 Hz. 121,4 7,62 (sl)
1H)
7 124,6 7,07 (d, J=1,61 Hz, 124,6 7,07 (sl)
1H)
CH;
Me-6 22,3 2,44 (s, 3H) 22,1 2,44 (sl)
MeO-3 56,2 2,93 (s, 3H) 56,1 3,93 (s)
HO
- 12,30 (s, 1H) - 12,30 (s)

8 - 12,11 (s, 1H) - 12,11 (s)
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H3CO

Tabela 3: Dados de RMN "°C (CDCls, 125 MHz ) ¢ 'H (CDCls;, 500 MHz) do composto
liquexantona (F20) proveniente da fase hexanica em comparagdo com dados da literatura da

mesma substancia ja isolada.

dcde F20 oy de F20 dc liquexantona &y liquexantona
(MICHELETTI, (MICHELETTI,
2009) 2009)
Cc
163,9 - 163,7 -
3 165,9 - 165,7 -
4a 156,9 - 156,9 -
163,6 - 163,7 -
143,4 - 143,4 -
8a 113,1 - 112,8 -
9 182,1 - 182,3 -
9a 104,2 - 104,1 -
13 159,5 - 159,3 -
CH
2 96,31 6,29 (d, J=2,61 Hz, 96,7 6,26 (d, J=2,6 Hz,
1H) 1H)
4 92,22 6,32 (d, J=2,3 Hz, 92,0 6,28 (d, J=2,6 Hz,
1H) 1H)
5 98,4 6,68 (sl, 1H) 98,4 6,63 (d, J=2,6 Hz,
1H))
7 115,3 6,65 (dd, J=2,51 115,4 6,62 (sl, 1H))
Hz, 1H)
CH;
Me-8 23,4 2,44 (s, 3H) 22,1 2,44 (sl)
MeO-3 55,7 3,93 (s, 3H) 55,63 3,88 (s, 3H)
Me-6 55,8 3,87 (s, 3H) 55,69 3,86 (s, 3H)
HO
1 - 13,38 (s, 1H) - 13,37(s)
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Figura 24: Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) (pastilhas de KBr) de F20
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Figura 25: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da fragio F20.
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Figura 26: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) expandido da fragdo F20.
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Figura 27: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) expandido da fragdo F20.
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Figura 28: Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCl;) expandido da fragdo F20.
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Figura 29: Espectro de RMN 'H (500 HMz, CDCl;) expandido da fragdo F20.
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Figura 30: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) expandido da fragdo F20.
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Figura 31: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) expandido da fragdo F20.
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Figura 32: Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCl;) expandido da fracdo F20.
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Figura 40: Mapa de Contorno Noesy de F20

= ldentificacao dos triterpenos lupeol e p-amirina (F26):

Na analise dos dados do espectro de absor¢dao na regido do infravermelho de F26
(figura 41, pagina 108) foi possivel visualizar bandas em 3309 cm™ sugestiva de estiramento
axial de grupamento O-H de dlcool. A natureza alifatica desta hidroxila foi confirmada pela
presenca de banda de estiramento C-O de alcoois em 1036 cm™ Também destacam-se as
bandas de estiramento C-H de metila em 2948 cm™ ¢ 2871 cm™ e de estiramento C-H de
carbono metileno em 2852 cm’ (SOBRINHO et al., 1991; SILVA, 2013). Observou-se
também sinais em 1635 cm™ referentes ao estiramento assimétrico de C=C. J4 as bandas em
1464 ¢ 1380 cm’' sdo referentes a deformagdo das ligagdes C-H de grupos metileno e metila,
respectivamente. A banda em 881 cm™ ¢é referente ao dobramento fora do plano da ligagio
C-H de vinila (PAVIA, 2012; SILVA, 2013). .

Quanto ao espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de F26 (figuras 42-47,
paginas 109-111), foi possivel observar sinais sugestivos de hidrogénios olefinicos em &y
5,18 (t, J=3,6Hz, 2H); &y 4,68 (d, J=2,4Hz, 1H) e 8y 4,56 (dd, J=1,4 e 2,5Hz, 1H) e em 3y
3,22 (dd, J=4,6 e 11,12Hz, 1H) e 3,19 (m, 1H) sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a
carbonos carbonilicos, além de um sinal em &y 2,38 (td, J=5,85 e 11,5Hz, 1H). Na regido

compreendida entre o6y 2,02 e 1,2 foi possivel visualizar um envelope de sinais que,

f1 (ppm}
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juntamente com os sinais em 3y 1,14-0,72, caracteristicos de hidrogénios metilicos, sugerem
uma mistura de triterpenos na amostra. Os sinais em oy 4,69 e 4,57, que caracterizam a
presenca de uma ligagao dupla exociclica (Figura 48), em conjunto com o sinal em 8y 2,39 ¢

dn 3,22 permitem sugerir a presenc¢a de um triterpeno da série dos lupanos (SILVA et al.,
2013) (tabela 4, pagina 106).

Figura 48: Estrutura do lupeol (SILVA et al., 2013).

J& a presenca do sinal em &y 5,18 (H-12) caracteriza o segundo composto da mistura

como sendo a B-amirina, pertencente a série dos oleonanos (LIMA et al., 2004) (Figura 49)
(tabela 5,pagina 107).

5
=

HO

24 23

Figura 49: Molécula da B-amirina (Fonte: (LIMA et al., 2004)).

A o-amirina, da série dos ursanos, apresenta um deslocamento quimico menor para

esse sinal, devido ao efeito gama-protetor da metila na posicdo 29, ausente na B-amirina
(MARINHO, 2008) (figura 50).
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Figura 50: Molécula da a-amirina (Fonte: MARINHO, 2008).

O sinal em &y 3,19 foi sugerido para H-3 e a integral de dois hidrogénios para o H-
12, sugere uma correlagdo de duas moléculas de B-amirina para uma molécula de lupeol
(LIMA, 2004; MARINHO, 2008; BALESTRIN, 2008).

No espectro de RMN de °C (125 MHz, CDCls) de F26 (Figuras 51 e 52, pagina 112)
foram visualizados 59 sinais. Os sinais em 6c 109, 47 ¢ 151,12 podem ser atribuidos aos C-
29 ¢ C-20 do lupeol, além dos sinais em &¢ 48,14 ¢ 6c 79,16 para as posigdes 19 e 3,
respectivamente (Figura 53). O sinal em o¢ 79,16 foi atribuido a trés sinais de carbonos,
correspondente a carbonos oxigenados em C-3 (Figura 53). Este valor de deslocamento
quimico indica que a hidroxila esta posicionada em equatorial na configuragdo C-3--OH
(Figura 53) (LIMA, 2004; MARINHO, 2008; BALESTRIN, 2008) (tabela 4, pagina 106).

Figura 53: Molécula do Lupeol (Fonte: LIMA, 2004; MARINHO, 2008).
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Todos os outros sinais foram atribuidos de acordo com dados obtidos da literatura,
presentes na tabela 4 (pagina 106).

Para a [-amirina foi possivel inferir que os sinais d¢ 121,87 e 145,34 foram
fundamentais para diferenciar a B-amirina da a-amirina (LIMA, 2004; BALESTRIN, 2008).
No espectro de RMN de 'H e "C foram visualizados quatro sinais em dy 1,94 (dt, J=5,0 e
13,5Hz, 1H) e 1,76 (dt, J=4,5 e 13,5Hz, 1H) e em oc¢ 26,2 e 26,1, respectivamente, o que
permitiu defini-los para as posi¢des 15 e 16, respectivamente (Figura 54) (tabela 5, pagina
107).

24 2

[%

Figura 54: Molécula da B-amirina (Fonte: LIMA, 2004; MARINHO, 2008).

Os sinais em 8y 1,85 (dt, J=3,0 ¢ 7,0Hz, 1H)/ &¢ 37,1 foram definidos para a posigao
22. Os sinais em o¢ 47,39; 46,99; 31,24; 34,89 e 37, 11, atribuidos as posi¢des 18, 19, 20, 21
e 22, reforgam a presenga de -amirina (Figura 55) (tabela 5, pagina 107).
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Figura 55: Molécula da B-amirina (Fonte: LIMA, 2004; MARINHO, 2008).

Todos esses sinais, juntamente com os outros valores de RMN de 'H e °C ¢ através
de comparagdo com dados da literatura (LIMA, 2004; MARINHO, 2008; BALESTRIN,
2008), permitiram identificar na mistura, além da B-amirina, também o triterpeno lupeol

(tabelas 4 e 5, paginas 106 e 107).



104

Tabela 4: Dados de RMN "*C (CDCls, 125 MHz) e 'H (CDCls, 500 MHz) composto lupeol
de F26 (mistura de triterpenos).

N'doC 3 °C (ppm) 5 'H(ppm)
F26 Lupeol F26 Lupeol
(MARINHO, (MARINHO,
2008) 2008)
01 38,8 38,7 CH, - --
02 27,39 27,4 CH2 --
03 79,16 78,9* CH 3,19 (m, 1H)* 3,19 (m)*
04 38,7 38,8 Co - -
05 55,3 55,3 CH - -
06 18,5 18,3 CH, - -
07 34,8 34,2 CH. - -
08 40,1 40,8 Co - -
09 50,6 50,4 CH - -
10 37,3 37,1 Co - -
11 21,0 20,8 CH, - -
12 26,1 25,1 CH, - -
13 38,0 38,0 CH - --
14 42,9 42,8 Co - -
15 27,4 27,4 CH, - -
16 35,7 35,5 CH, - -
17 42,9 42,9 Co - -
18 48,1 482" CH - -
19 46,99 47,0 CH 2,38 (td, 2,39 (td J=
J=5,85 e 11Hz, 11,5¢5,85
1H)* Hz)*
20 151,1# 150,9* Co - -
21 298 CH, - -
22 39,9 39,9 CH, - -
23 27,6 27,9 CH, 0,79 (s) 0,77 (s)
24 15,5 15,3 CH, 0,83 (s) 0,84 (s)
25 16,1 16,1 CH, 0,96 (s) 0,97 (s)
26 15,7 15,9 CH, 1,02 (s) 1,02 (s)
27 14,7 14,5 CH; 0,94 (s) 0,95 (s)
28 - 17,9 CH, 0,79 (s) 0,80 (s)
29a 109,4# 109,3* CH, 4,56 (dd, J=1,4 4,57 (dd,J =
e2,5Hz, 1H*  2,4e1,0Hz)
29b 109,4# 109,3* CH, 4,68(d,J=2,4  4,69(d,J =
Hz, 1H)* 2,4 Hz)*
30 - 19,3 CH; 1,67 (s) 1,69 (s)

Obs: o simbolo # refere-se a sinais prioritarios para identificacdo da molécula. Os valores em parénteses representam a
multiplicidade e as constantes de acoplamento em Hz, respectivamente.
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Tabela 5: Dados de RMN "°C (CDCls, 125 MHz ) e 'H (CDCls, 500 MHz) do composto_f3-

amirina de F26 (mistura de triterpenos).

NOdoC 4 1C (ppm) & 1H(ppm)
F26 beta-amirina F26 beta-amirina
(BALESTRIN, (BALESTRIN,
2008) 2008)
01 38,7 CH2 - -
02 27,2 CH2 - -
03 79,1# 79,0# CH 3,22 (dd, J=4.6 3,25 (m)#
e 11,12 Hz,
1H)#
04 38,9 38,9 CcoO - -
05 55,3 55,1 CH - -
06 18,4 18,3 CH2 - -
07 32,6 32,6 CH2 - -
08 38,9 38,9 Cco - -
09 47,7 47,6 CH - -
10 - 36,9 Cco - -
1 23,6 23,5 CH2 - -
12 121,7# 121,7# CH 518 (t,J=3,6 5,19 (t,J = 3,50
Hz, 2H)# Hz)#
13 145,1# 145,2# Cco - -
14 41,8 4,7 Cco - -
15 26,2 26,1 CH2 1,94 (dt,J=5,0 1,94 (dt, J=5,0
e 13,5Hz, 1H)# e 13 Hz)#
16 26,1 26,9 CH2 1,76 (dt,J=4,5 1,74(dt, J=4,5¢
e 13,5 Hz, 1H) 13 Hz)
17 32,6 32,5 Cco - -
18 47,3# 47,2# CH - --
19 46,9# 46,8# CH2 - -
20 31,2¢# 31,1# Co - -
21 34,8# 34,7# CH2 - --
22 37,1# 37,1# CH2 1,85 (dt, J=3,0 -
e7,0 Hz, 1H)

23 28,2 28,1 CH3 - -
24 15,7 15,6 CH3 - --
25 15,6 15,5 CH3 - -
26 16,9 16,8 CH3 - -
27 - 25,9 CH3 - -
28 28,5 28,4 CH3 - -
29 33,5 33,3 CH3 - -
30 23,6 23,6 CH3 - -

Obs: o simbolo # refere-se a sinais prioritarios para identificagdo da molécula.
Os valores em parénteses representam a multiplicidade e as constantes de acoplamento em Hz, respectivamente.
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Figura 42: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da fragdo F26.
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Figura 43: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) expandido da fragdo F26
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Figura 47: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) expandido da fragdo F26
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» ldentificacdo dos alcaloides 15-metoxipirifolidina e 15-metoxiaspidospermina

(R3):

Quanto a fracdo R3 o espectro de massas de baixa resolugdo obtido pela técnica ESI-
EM modo positivo, mostrou sinais de m/z em 415,45 ¢ 385,44, que juntamente com o
espectro “C-APT, tornou possivel propor para o composto as formulas estruturais
C24H35N,04 € Cy3H3N,Os.

O espectro de RMN 'H (500 Hz, CD;COCD:;) (figuras 56-60, paginas 119 a 121)
apresentou cinco sinais relativos a hidrogénios aromaticos em &y 7,16 (t, J=8 e 15 Hz, 1H),
dn 7,08 (d, J=8,0 Hz, 1H), 85 7,02 (d, J=8,0 Hz, 1H), 3 6,82 (dd, J=8 Hz, 2H) e &y 6,82 (dd,
J=8 Hz, 2H).

No espectro de RMN *C-APT (125 Hz, CDsCOCDs) (Figuras 61-63, paginas 121 e
122) foram visualizados sinais entre 134 ¢ 6,59 ppm, entre eles 4 carbonos metilicos, 7
carbonos metilénicos e 6 carbonos metinicos. Os sinais em 6¢ 134, 127 ¢ 110 mostraram a
presenca de carbonos pertencentes a anel aromatico.

O mapa de correlacio HSQC (figura 64, pagina 123) mostrou a seguintes
correlagdes: oy 6,82 (dd, J=8,2 Hz, 1H)/ d¢ 110,45 (C-11) e g 7,16(d, J=8,0 Hz, 1H)/ dc¢

127,21 (C-10), sugestivos de nicleo aromatico trissubstituido.

o

10 r-‘"' ":QT"'
e

L : ;
1 ~="1 1

J& os sinais em dy 7,08/0¢ 117,41 (C-9) e éu 7,02/0¢ 113 (C-10) sdo sugestivos de

anel aromatico tetrassubstituido.
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Foram verificados sinais em d¢ 170,52 e d¢ 169,84, referentes a carbonos de grupos
carbonilicos ligados a nitrogénio de anel inddlico. De acordo com o mapa de correlacdo
heteronuclear HMBC (figura 65, pagina 123), foram vistos os seguintes sinais: 6¢c 170,52/ 8y
2,04 e oc 168,84/ 2,19, confirmando a presenga de dois sinais para grupos carbonilicos

ligados ao anel indol.

Foi visto também um sinal em d¢ 53,31, caracteristico de carbono quaternario de anel

indolico em C-7.

As posicdes dos outros sinais referentes a carbonos que compdem o anel indolico
foram estabelecidos em comparagio com a literatura.

Foram vistos sinais em ¢ 150,11 e 154, caracteristicos de carbonos metoxilados. De
acordo com o mapa de correlacio HMBC (figura 65, pagina 123), pode-se atribuir os sinais
Oc 154,7/6y 3,87 (C-11), d¢ 154,9/6y 3,84 (C-12), correspondentes as metoxilas que

compdem o nucleo aromatico tetrassubstituido.
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Ja o sinal em 6¢ 150,36/8y 3,87 corresponde a metoxila que compde o nucleo

aromatico trissubstituido.

| RS
| a*‘J\ o
INF13 N 72
] |
OCHy -
o= CH

O mapa de correlagio HMBC mostrou também hidrogénios de grupo metoxila ligado
ao carbono C-15 em ¢ 56,89/ 8, 3,31.

O espectro de RMN 'H (500 Hz, CD;COCD;) (figuras 56-60, paginas 119-121)
mostrou sinais a 8y 0,67 (t, J=7,5, 3H)/ 6¢ 6,59 (C-18) e 8, 0,68 (t, J=7,2, 3H)/ ¢ 29,9 (C-
19), bem como um sinal multiplo em 1,28 (m), correspondente a um grupamento etila ligado
a um 4tomo de carbono sp” tetra substituido.

Os demais sinais referentes ao composto foram atribuidos de acordo com a literatura
(tabela 6). A massa molecular obtida em 415, associada aos dados espectrais tornou possivel
a identificacdo do alcaloide ind6lico monoterpenoide da classe dos plumeranos, denominado
15-metoxipirifolidina (figura 66), tendo presente em sua estrutura um nucleo aromatico

tetrassubstituido (tabela 6, pagina 117) (GUIMARAES, BRAZ-FILHO E VIEIRA, 2012).

Figura 66: alcaloide 15-metoxipirifolidina isolado da fragdo R3
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A auséncia do grupamento metoxila na posi¢do C-11 da 15-metoxipirifolidina,
mostra uma estrutura de massa molecular 385, que de acordo com os dados obtidos
corresponde ao composto 15-metoxiaspidospermina (figura 64) (tabela 7, pagina 117)
(GUIMARAES, BRAZ-FILHO E VIEIRA, 2012).

Figura 67: alcaloide 15-methoxyaspidospermina isolado de R3

O isolamento desses dois alcaloides contribuiu para os resultados da avaliagdo
farmacologica, pois permitiu a comprovagdo de que a fracdo utilizada para os testes
biologicos contém alcaloides indolicos. Ambos os compostos acima ja foram isolados da

espécie Aspidosperma pyrifolium.
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Tabela 6: Dados de RMN °C (CD;COCDs, 125 MHz) ¢ 'H (CD;COCDs, 500 MHz) do

composto 15-metoxipirifolidina (R3) proveniente da FAT-Ap.

Posicao
DEPT 135

2 (CH)

3 (CH,)

5 (CHy)

6 (CH,)

7(C)
8 (C)

9 (CH)
10 (CH)
11(C)
12(C)
13(C)
14 (CHy)

15 (CH)
16 (CH,)

17 (CH,)

18 (CHa)
19 (CHy)

20 (C)
21 (CH)
12-OCH,
11-OCH,
15-OCH,
NCOCH;
NCOCHs

dcde R3

67,35

52,83

52,70

36,64

53,31
141,65
117,9
113,45
154,97
154,93
127,2
24,0

74,5
23,05

22,93

6,59
29,9

36,6
7
53,89
56,89
57,09
170,27
22,95

d¢
(GUIMARAES, 2012)
(DIAS, 2012)
(OLIVEIRA, 2008)
67,35/71,17

52,9

52,8

38,4

52,6
1434
17,7
108,8
152.7
152,7
1295

24,4

75,5
25,0

24,0

6,90
30,0

35,7
75
53,5

56,3
171,2
23,0

oy de R3

4,84 (dd, J=6,2 ¢ 10,7
1H)
3,20 (m)

2,38 (m)
3,45 (m)
2,05 (m)
1,90 (m)

7,08 (d, J=8,0 Hz, 1H)
7,02 (d, J=8,0 Hz, 1H)
2,03 (m)

1,60 (m)

3,18 (m)

1,35 (m)

2,16 (m)

1,01 (m)

2,16 (m)

0,67 (t, J=6,9 Hz, 3H))
0,68 (q, J=6,9 Hz, 1H)
1,28 (m)

2,18 (s, 1H)

3,99 (s, 3H)

3,84 (s, 3H)

3,31 (s, 3H)

2,21 (s, 2H)

oH
(GUIMARAES, 2012)
(DIAS, 2012)
(OLIVEIRA, 2008)
4,71 (g, 1H)

3,26 (m)

2,40 (m)
3,48 (m)
2,20 (m)
1,80 (m)

6,65 (d, J=8,0Hz)
6,82 (d, J=8,06Hz)
2,10 (m)

1,52 (m)

3,22 (m)

1,25 (m)

2,04 (m)

1,10 (dq, J=14,7 Hz, 1H))

2,15 (m)
0,63 (t, J=6,9Hz, 3H))
0,76 (q, J=6,9 Hz, 1H)
1,30 (m)
2,28 (s, 1H)
3,90 (s, 3H)

3,90 (s, 3H)

2,21 (s, 2H)
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Tabela 7: Dados de RMN °C (CDsCOCDs, 125 MHz ) ¢ 'H (CD;COCD;, 500 MHz) do

composto 15-metoxiaspidospermina (R3) proveniente da FAT-Ap.

Posicao
DEPT 135

2 (CH)

3(CHy)

5 (CH;)

6 (CH,)

7(C)
8(C)
9 (CH)
10 (CH)
11 (CH)
12(C)
13(C)
14 (CHy)

15 (CH)
16 (CHy)

17 (CHy)

18 (CH,)
19 (CHy)

20 (C)

21 (CH)
12-OCH;
15-OCH,
NCOCH;
NCOCH;

dcde R3

67,35

52,83

52,70

36,64

53,31

141,65
115,62
127,21
110,45
150,11
133,51
24,22

74,5
23,05

22,93

6,59
29,9

36,6
7
53,89
57,09
169,27
22,95

oc

(LIVEIRA, 2008)
(DIAS, 2012)

(OLIVEIRA, 2008)

66,0

53,8

52,8

371

53,7
1433
1153
126,2
1118
1495
130,1

24,0

75,5
24,5

22,5

6,57
29,9

35,6
71,6
53,5
56,3
171,2
23,0

oy de R3

4,84 (dd, J=6,2 e 10,7 Hz
1H)
3,20 (m)

2,45 (m)
3,38 (m)
2,05 (m)
1,90 (m)

6,82 (dd, J=8,0 Hz, 2H)
7,17 (t, J=8,0 Hz, 1H)
6,82 (dd, J=8,0 Hz, 2H)
2,03 (m)

1,60 (m)

3,18 (m)

1,35 (m)

2,16 (m)

1,01 (m)

(2,16 (m)

0,67 (t, J=7,5 Hz, 3H))
0,68 (q, J=7,2 Hz, 1H)
1,28 (m)

2,18 (s, 1H)

3,87 (s, 3H)

3,31 (s, 3H)

2,21 (s, 2H)

oy
(LIVEIRA, 2008)
(DIAS, 2012)
(OLIVEIRA, 2008)
4,70 (g, 1H)

3,28 (m)

2,40 (m)
3,48 (m)
2,20 (m)
1,80 (m)

6,83 (d, J=8,7Hz)
7,08 (d, J=8,06Hz)
6,82 (d, J=8,0 Hz, 2H)
2,0 (m)

1,76 (m)

3,22 (m)

1,30 (m)

2,04 (m)

1,10 (dq, J=14,7 Hz, 1H))
2,18 (m)

0,63 (t, J=6,9Hz, 3H))
0,75 (q, J=6,9 Hz, 1H)
1,22 (m)

2,20 (s, 1H)

3,90 (s, 3H)

3,90 (s, 3H)

2,21 (s, 2H)
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Figura 56: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD3COCD3) da fragao R3
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Figura 57: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;COCDj3) expandido da fragdo R3
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4. CONCLUSOES:

O estudo fitoquimico da fase hexanica do extrato de A. pyrifolium tornou possivel o
isolamento e identificacdo dos compostos paristina (antraquinona) e liquexantona (xantona),
ambos isolados pela primeira vez na espécie em questdo, bem como o isolamentos de dois
triterpenos retirados também pela primeira da fase hexanica dessa planta, sendo eles o lupeol
e a beta-amirina. Também foi possivel o isolamento e a identificagdo de dois alcaloides
ind6licos monoterpenoides da classe dos plumeranos, retirados da fragdo de alcaloides totais
(FAT-Ap): 15-metoxipirifolidina e 15-metoxiaspidospermina, corroborando com os dados
da literatura e servindo como base para fundamentar os estudos farmacologicos, que por sua
vez associam a presenca de alcaloides indolicos & varias atividades biologicas, entre elas

anti-inflamatoria e anti-nociceptiva.
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CAPITULO 2

LINS, F. S. V. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA, ANTI-
NOCICEPTIVA E TOXICOLOGICA DE Aspidosperma pyrifolium Mart.
(APOCYNACEAE) EM CAMUNDONGOS. Campina Grande, PB: UEPB, 2016
(Disserta¢ao de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas).

1. INTRODUCAO

O processo inflamatério € uma reagao de reparagdo e defesa do organismo ao dano
tecidual visando diluir, destruir ou isolar o agente lesivo. Este processo induz a liberacdo de
uma gama de mediadores exdgenos e endogenos (VIEIRA, 2014 apud KUMMER e
COELHO, 2002). Dentro desse mesmo contexto, a dor ¢ definida como “experiéncia
sensorial e emocional desagradavel” associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita
em termos de tal dano (TRACEY e MANTYH, 2007).

Tanto a inflamag¢do quanto a dor agem como mecanismos de prote¢do ao organismo
frente a agentes agressores, inibindo comportamentos que podem desencadear injurias
maiores (KLAUMAMM et al., 2008; CORTES et al., 2013; RODRIGUES, 2015 apud
SILVA E MACEDO, 2011).

Apesar de existirem varias alternativas farmacologicas com atividade anti-
inflamatoria e analgésica, ¢ cada vez mais crescente o numero de pesquisadores interessados
em estudar os mediadores e a fisiopatologia da inflamagdo, pois os medicamentos
disponiveis no mercado possuem eficacia limitada, além de efeitos adversos que podem
restringir sua utiliza¢do, a exemplo de farmacos que inibem a sintese de prostaglandinas, que
apesar de muito utilizados contra processos inflamatorios podem desencadear lesdes
gastricas. Isso leva a busca de tratamentos mais eficazes e com menos efeitos prejudiciais ao
individuo (VIEIRA, 2014 apud GRIS et al., 2010).

Com base nisso, o uso de plantas medicinais tem contribuido para o direcionamento
de estudos fitoquimicos, biologicos e toxicologicos, servindo como alternativa para
substituicdo de medicamentos ja utilizados pela populag¢ao (LINS, 2013).

O género Aspidosperma (familia Apocynaceae) ocorre desde o México até a
Argentina e destaca-se pela ocorréncia de alcaloides indolicos. No Brasil, Aspidosperma

pyrifolium Mart. ocorre principalmente na caatinga nordestina ¢ ¢ conhecida como pereiro,
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pau-de-coaru e pequid da mata. Essa espécie ¢ bastante estudada devido a propriedades anti-
inflamatoria, analgésica, sedativa, entre outras (NOBREGA, 2008).

Deste modo, o presente trabalho objetivou a avaliagdo da atividade anti-inflamatoria,
antinociceptiva e toxicologica de fase ndo-clinica a partir das cascas do caule de A.

pyrifoluim Mart. em modelos animais.

1. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local da Pesquisa

Os ensaios toxicofarmacologicos foram realizados no Laboratorio de Ensaios

Farmacologicos, na Universidade Estadual da Paraiba, em Campina Grande.

2.2. Espécie e material vegetal

A espécie Aspidosperma pyrifolium Mart. foi recoletada no sitio Capim Grande, nas
proximidades do Distrito de Sao José¢ da Mata, na cidade de Campina Grande, Paraiba, no
més de agosto de 2014 (coordenadas: S7°13°27,56” — W36°00°53,37). A exsicata esta
depositada no herbario Jayme Coelho de Moraes na Universidade Federal da Paraiba (n.
20104) (MESSIADES, 2014).

2.3. Obtencao do extrato bruto:

As cascas de A. pyrifolium Mart. foram secas em estufa de circulag¢do de ar (40 °C =
1 °C) e pulverizadas em moinho de facas com granulometria de 10 mesh. Posteriormente
foram submetidas a extracdo pela técnica de maceracdo a temperatura ambiente usando
etanol a 96% como solvente (planta: solvente 1:5, m/v) durante 15 dias. O extrato obtido foi
filtrado e rotaevaporado (TE — 21 da TECNAL), acoplado a uma bomba de véacuo (TE —
0581 da TECNAL), apresentando rendimento final de 19,71%, sendo denominado extrato
etanolico bruto de Aspidosperma pyrifolium Mart. (EEB-Ap). A partir deste foi realizada
uma “marcha sistematica” para obtencdo da fragdo de alcaloides totais de A. pyrifolium
(FAT-Ap.). Esta fracdo foi escolhida para ser utilizada nos testes biologicos, tendo como
base outros estudos que comprovaram a relacdo entre as atividades analgésica e anti-

inflamatoria e os alcaloides existentes nesta espécie.
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2.3.1. Marcha para obtengao da fracao de alcaloides totais:
400 g do EEB-Ap foi submetido a uma marcha sistematica para obtencdo de
alcaloides a partir das seguintes etapas:
= 300 mL de acido cloridrico a 1% foram adicionados ao EEB-Ap até atingir pH 3,0-
4,0;

Em seguida a solucdo foi aquecida em banho-maria por 10 min;

Ap0s esfriar, a suspensao foi filtrada;

O filtrado foi alcalinizado com solu¢do de hidroxido de amonio a 10% até pH 10 e
posteriormente extraido com cloroféormio até reacdo negativa com reagente de
Dragendorff;

» A fase aquosa basificada foi descartada e a cloroformica lavada com 4agua,
desidratada com Na,SO4 anidro, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida a 55° C
em rotaevaporador, obtendo-se a fracdo de alcaloides totais de A. pyrifolium (FAT-
Ap), com rendimento de 2,29% (DI ASSIS et al., 2009).

=  Apo6s secagem, 1 mg da FAT-Ap foi pesado e colocado em tubo de ensaio para teste

qualitativo com reagente de Dragendorff, formando um precipitado altamente

positivo para presenca de alcaloides.
2.4. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) adultos, pesando entre 25 a
35g, de ambos os sexos. Os mesmo foram mantidos em gaiolas plasticas em ambiente com
temperatura e umidade controlada, ciclo claro-escuro de 12 horas e comida e agua ad
libitum. Os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica
em Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Sociais ¢ Aplicadas de Campina
Grande (FACISA) — Numero do Projeto/Protocolo: 5402042015 e CIAEP/CONCEA:
01.001.2012, em 11/06/2015 (Anexo 1).

2.5. Avaliagéo da toxicidade

2.5.1. Teste de toxicidade aguda
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O ensaio de toxicidade aguda foi baseado na RE N° 90/2004 da ANVISA e no
protocolo experimental de Almeida (et al., 1999) e objetivou a avaliagdo das alteracdes
comportamentais frente ao sistema nervoso central, autdbnomo e ocorréncia de morte —
informacgdo utilizada para determinacdo da dose letal média (DLsp). A escolha das doses
levaram em consideragao a toxicidade do espécime vegetal (LIMA et al., 2010) e teve como
objetivo a determinacdo de doses seguras para a realizagdo de ensaios farmacologicos.

Deste modo, 48 camundongos adultos (n=6) correspondendo a 8 grupos, sendo 24
machos e 24 fémeas, foram tratados por via oral (gavagem), com FAT-Ap nas doses de 50,
100 e 200 mg/kg, apds prévia diluicdo em salina 0,9%. Enquanto que, o grupo controle
recebeu apenas o veiculo (salina) também por via oral.

Ap6s a administracdo, pardmetros como massa corporal, consumo de 4gua e de
racdo, e producdo de excretas foram avaliados durante 30 min, 1, 2, 4, e a cada 24 horas por
14 dias, bem como, o estado de consciéncia e a disposi¢do geral, a coordenagdo motora, o
tonus muscular, os reflexos e a atividade do sistema nervoso autdonomo.

Por fim, no 15° dia, os animais foram pesados e eutanasiados (ZIMMENANN,
1983). Os orgdos (figado, bago, coragdo e rins) foram pesados e avaliados

macroscopicamente para verificar alteracdes no peso e/ou coloragdo (CUNHA et al., 2013)

2.6. Ensaios farmacoldgicos

2.6.1. Avaliacao da resposta anti-inflamatdria
2.6.1.1. Edema de pata induzido por carragenina

Camundongos adultos (grupo n=6) de ambos os sexos, em jejum prévio de 12 horas,
foram tratados por via oral com 10 mL/kg do veiculo (Grupo 1), indometacina (10 mg/kg)
(Grupo 2) e FAT-Ap nas doses de 10 mg/kg (Grupo 3), 20 mg/kg (Grupo 4) e 30 mg/kg
(grupo 5). Ap6s 30 minutos, foi injetada na regido subplantar da pata traseira direita 0,1 mL
da solucdo de carragenina a 1%. A espessura da pata foi medida antes da aplicagdo da
substancia pro-inflamatoria ¢ de hora em hora, até a quarta hora apds o estimulo
edematogénico, utilizando paquimetro digital (Figura 70). O efeito antiedematogénico dos
grupos tratados foi obtido pela diferenga da espessura inicial da pata que recebeu o agente

flogistico pela espessura obtida apds cada hora (CASTRO, 2003) e o percentual de inibi¢ao
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foi calculado usando a formula: Inibigao = (V-X)/Vx100%, onde V é a medida do edema do
grupo veiculo e X os testes ou controle positivo (SANTOS, 2011; WINTER et al., 1962).
Ap6s o fim das medigdes, os animais foram anestesiados e sacrificados.

Para complementar os resultados, a pata direita (que recebeu o agente flogistico) de
cada animal foi cortada com tesoura cirGrgica na regido tibio-tarsal para posterior

comparac¢do entre os pesos (CELEDONIO, 2014).

W

Figura 70: Medicao da espessura da pata durante experimento (Fonte: dados da pesquisa).

2.6.1.2. Peritonite induzida por carragenina

Camundongos adultos (grupo n=6) de ambos os sexos, em jejum prévio de 6 horas,
foram tratados por via oral com 10 mL/kg do veiculo (Grupo 1), indometacina (10 mg/kg)
(Grupo 2) e FAT-Ap 20 mg/kg (Grupo 3) e 30 mg/kg (grupo 4). Apds 30 min, foi injetada
uma solucdo de carragenina a 1% (0,1 mL/10g) na cavidade intraperitoneal dos animais.
Quatro horas apds a inducdo da inflamacdo, os animais foram sacrificados e a cavidade
intraperitoneal lavada com 2 mL do tampao fosfato alcalino (pH 7,2), massageando
cuidadosamente para diluicdo das células. Posteriormente esta solugdo contendo o
tampao+células do peritonio foi transferida para tubos de ensaio e desta solucdo composta
por tampao-+células do peritonio, 0,02 mL foi coletado e depositado em tubo contendo 0,4
mL de solucdo de Turk. Apods cinco minutos foi realizada a contagem global de leucécitos
polimorfonucleares em Camara de Neubauer (CUNHA et al.,1989).

O percentual de inibicao foi calculado usando a férmula: Inibigdo = (V-X)/Vx100%,
onde V é o niimero de leucocitos do grupo veiculo e X os testes ou controle positivo

(FERRANDIZ et al., 1991).



131

2.6.2. Avaliacao da atividade antinociceptiva:

2.6.2.1. Contorgbes abdominais induzidas por dcido acético

Camundongos adultos (grupo n=6) de ambos os sexos, em jejum prévio de 12 horas,
foram tratados por via oral com10 mL/kg do veiculo (Grupo 1), dipirona 500mg/kg (Grupo
2) e FAT-Ap nas doses de 10 mg/kg (Grupo 3), 20 mg/kg (Grupo 4) e 30 mg/kg (grupo 5).
Apo6s 40 minutos, foi injetada uma solu¢do de acido acético a 1% (0,1 mL/10g) via
intraperitoneal. Posteriormente, os animais foram transferidos para funis de vidro
transparentes ¢ observados por 20 minutos para se contabilizar o nimero de contorgdes
abdominais seguido de estiramento dos membros inferiores.

O percentual de inibi¢do foi calculado usando a formula: Inibi¢do = (V-X)/Vx100%,
onde V ¢ o numero de contorgdes do grupo veiculo e X os testes ou controle positivo
(KOSTER et al., 1959).

2.6.2.2. Nocicepgao induzida por formalina

Camundongos adultos (grupo n=6) de ambos os sexos, em jejum prévio de 12 horas,
foram tratados por via oral com 10 mL/kg do veiculo (Grupo 1), indometacina (10 mg/kg)
(Grupo 2) e FAT-Ap nas doses de 10 mg/kg (Grupo 3), 20 mg/kg (Grupo 4) e 30 mg/kg
(grupo 5). Apos 30 minutos foi injetada formalina a 1% (20 pL) na regido subplantar da pata
direita (figura 71) e em seguida, os animais foram transferidos para funis de vidro
transparentes e a reatividade animal foi observada, sendo registrado o tempo de inicio e
término da ocorréncia de lambeduras na pata que recebeu o agente flogistico pelos 5
minutos iniciais (Fase I - neurogénica) e entre 15 e 30 minutos (Fase II - inflamatoria)
(figura 72). O célculo foi feito a partir da subtragdo do tempo final pelo inicial em cada fase
(T¢— T,), obtendo dessa forma o tempo em que cada animal passou lambendo a pata que
recebeu o agente flogistico. O percentual de inibigdo foi calculado usando a formula:
Inibicdo = (V-X)/Vx100%, onde V € o grupo veiculo e X os testes ou controle positivo
(HUNSKAAR et al., 1987; RODRIGUES, 2015).
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Figura 71: — Injecdo subplantar de formalina 1% em camundongos (Fonte: OLINDA,
2010).

Figura 72: Teste de formalina em camundongos Swiss (Fonte: dados da pesquisa).

2.7. Analise estatistica

Os resultados da toxicidade aguda, bem como das atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva foram avaliados utilizando a andlise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguida do pos-teste de Tukey. Todos os resultados foram expressos como médiatdesvio
padrao (d.p.) e o nivel de significincia minimo de p<0,05 analisados pelo software
GraphPad Prism 5.0.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaio de Toxicidade Aguda

A toxicidade de uma substancia ¢ a capacidade intrinseca de afetar negativamente ou
causar dano a um organismo. Muitos testes sdo utilizados para avaliar a toxicidade sistémica
aguda, e também para classificar e rotular apropriadamente substancias de acordo com o seu
potencial de letalidade ou toxicidade (LOPES, 2006). Muitas espécies vegetais produzem
substancias capazes de exercer agdo toxica sobre os organismos vivos. E valido ressaltar que
muitas plantas sdo completamente desconhecidas quanto ao potencial de causar
intoxicagdes, sendo a quantidade de plantas potencialmente toxicas muito elevada
(CARVALHO, 2011).

Esses riscos de intoxicacdo podem ser avaliados por meio de estudos nao-clinicos,
sejam eles in vitro ou in vivo e estudos clinicos, subdivididos em fases (1 a 4). Em ensaios
ndo-clinicos /n vivo, a toxicidade aguda é um dos principais testes com o qual é possivel
observar sinais de intoxica¢do, determinar a DLs, ¢ definir doses a serem usadas em estudos
posteriores (MESSIADES, 2014; MONTENEGRO, 2011)

O potencial toxico da espécie Aspidosperma pyrifolium ja vem sendo destacado por
varios produtores em varios estudos no Nordeste brasileiro. Em entrevistas aplicadas aos
produtores de 17 municipios do Estado do Rio Grande do Norte, especificamente no Serido
Ocidental e Oriental, na busca de plantas toxicas dessas localidades, o pereiro foi
identificado como uma planta toxica para bovinos, caprinos € ovinos, provocando aborto ou
nascimento de animais débeis. Também foi identificada a ocorréncia de intoxicacdes com
alteragdes no sistema nervoso, caracterizadas por rigidez dos membros posteriores e
dificuldade de locomocdo em bovinos, muares e equinos, sendo a época de maior ocorréncia
dessas intoxicagdes o periodo de estiagem, pois nesta a espécie ainda esta verde e suas
folhas estdo entre as ltimas a cair (SILVA et al., 2006).

Segundo Riet-Correa et al. (2011), na cidade de Patos, Paraiba, essa espécie foi
identificada como planta toxica para caprinos. Os animais abortavam quando ingeriam a
espécie em diferentes fases da gestagcdo. Também foi observado que os abortos ocorriam no
periodo seco seguido de chuvas. Quando a planta era consumida nos primeiros 35 a 40 dias
de gestacdo das cabras, ocorriam perdas embrionarias.

A toxicidade aguda dessa espécie também ja foi testada em camundongos adultos
albinos swiss, com administra¢do intraperitoneal de extrato metanolico da casca. Os

resultados da toxicidade demonstraram por via intraperitoneal os seguintes efeitos: agitagdo,
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movimentos estereotipados, piloere¢do, reacdo de fuga, irritabilidade, exoftalmia, aumento
da freqiiéncia cardiorespiratoria, tremores grosseiros, contor¢des abdominais e convulsdes
(NOBREGA, 2008).

Lima e Soto-Blanco (2010) realizaram um estudo de toxicidade em ratos e
citotoxicidade in vitro com extrato etandlico de A. pyrifolium. A administracdo em ratos
machos e fémeas da linhagem Wistar demonstrou que as fémeas apresentaram reducdo do
peso fetal e fortes indicios de toxicidade materna, além de distirbios motores e morte nas
concentragdes mais elevadas. Os ratos machos apresentaram-se mais resistentes do que as
fémeas. No mesmo estudo também foi verificado que o extrato promoveu hemolise e foi
letal para o organismo Artemia salina.

Messiades (2014), avaliou a toxicidade do EEB das cascas do caule de A. pyrifolium
em ratos Wistar nas doses de 50, 150, 250 e 1000 mg/kg. Nesse estudo houve 6bito de dois
animais na dose de 1000 mg/kg e de um animal na dose de 250 mg/kg, impossibilitando a
determinagao da DLsy.

A fase alcaloidica (FAT-Ap) (mais concentrada que o extrato bruto) foi testada neste
estudo para verificar seu potencial toxico e partir disto, determinar as doses utilizadas para o
estudo farmacolégico. Os resultados abaixo, mostram o comportamento dos animais frente a
diferentes doses da FAT-Ap (50 mg/kg; 100 mg/kg e 200 mg/kg). Tais resultados foram
comparados tanto com o grupo controle negativo (salina) quanto com as doses entre si.

A dose de 200 mg/kg da FAT-Ap foi 100% letal, provocando 6bito de todos animais
30 minutos apds administracdo oral. O principal efeito observado antes da morte dos
animais foi a presenca de tremores intensos, seguidos por convulsao.

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

Quanto a dose de 50 mg/kg, nenhum animal foi a 6bito e o comportamento dos
animais que receberam esta dose foi semelhante aos controle negativo, contudo, os animais
apresentaram leve sedagdo e respiracdo for¢ada nas primeiras 24 horas ap6s administragdo
oral. Com estes dados foi calculadoa uma Dose Letal 50% (DL50) equivalendo a 160
mg/kg.

Segundo Raza et al. (2002), além da alteragdo do peso corporal, o peso individual de

cada o6rgdo também pode ser considerado um indicador de efeitos adversos promovidos pela
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droga, sendo esses dois parametros indicativos de toxicidade quando o animal perde mais

que 10% do peso corporeo inicial.
A tabela 8 mostra a evolugdo ponderal (alteragdo da massa corpdrea) e o consumo de

racdo e dgua dos animais, respectivamente.

Tabela 8: feito da administracao oral da FAT-Ap na evolucao ponderal (alteracao da
massa corporea) e no consumo de agua e ragao em camundongos Swis durante 14 dias.

Parametro Sexo Salina FAT 50 mg/kg FAT 100 mg/kg
P. inicial (g) M 28,83+1,32 27,67£2,58 30,67+0,81
P. final (g) 35,33+13,1 34,50+3,72 34,50+3,72
Ganho (%) 22,54 24,68 12,48
aaa/ bbb Hokx
aaa/ ccc
P. inicial (g) 27,50+0,83 25,00+1,41 25,3343,14
P. final (g) F 33,50+0,83 30,17+2,04 28,67+12,61
Ganho (%) 21,81 20,58 13,18
ddd / ccc Hkx
ddd/ bbb
Consumo de M 32,21+1,71 37,934+2,89 28,50+2,31
racao/dia (g) ok
aa/bb aa/ cc
F 37,00£3,25 36,07+2,86 29,07+2,81
kek
dd/ cc dd/bb
Consumo de M 52,14+1,31 52,86+1,25 56,43+2.25
agua/dia(mL) al/b *
a/c
F 44,43£1,23 50,00+0,90 56,43+3,93
d/c *
d/b

P. inicial=peso inicial, P. final=peso final; M=machos; F=fémeas. Os resultados estdo expressos como
médiat+d.p. (n=6). Anilise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do post teste de Tukey, *+p<0,05;
#/++p<0,01; ***+++p<0,001. A auséncia de asteriscos e/ou cruzes demonstra que os dados ndo foram
significativos. O simbolo * representa a comparacdo dos grupos da FAT-Ap com o grupo salina. As letras
coloridas correlaciona a comparagdo dos grupos da FAT-Ap. entre si tanto para fémeas quanto para machos. A
cor das cruzes correlaciona os grupos.

Os valores das médias obtidas para cada grupo na evolugdo ponderal dos animais
mostraram diferenca estatisticamente significativa para a dose de 100 mg/kg, tanto quando
comparada com os grupos salina, quanto com os grupos que receberam a dose de 50 mg/kg

da FAT-Ap. Esses resultados mostraram que, embora os animais na dose de 100 mg/kg
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tenham ganhado peso, os valores no aumento de massa corpdrea para os animais nessa dose
foram inferiores aos dos grupos salina e FAT 50 mg/kg (tabela 7).

O mesmo aconteceu quando o consumo didrio de ragdo dos animais foi analisado.
Tanto o grupo FAT 100 mg/kg machos quanto fémeas apresentaram diferengas
estatisticamente significativas quando comparados aos grupos salina e FAT 50 mg/kg,
mostrando que, ao receber a dose de 100 mg/kg, os animais consumiram um valor menor de
ragao.

Ainda na tabela 8, pode-se observar que, houve diferenca estatisticamente
significativa quanto ao consumo didrio de d4gua ao comparar os grupos salina e FAT-Ap 50
mg/kg com a dose de 100 mg/kg, sendo que, para esta ultima os animais consumiram uma
maior quantidade de agua.

Quanto ao consumo de dgua e racdo dos grupos na dose de 50 mg/kg, ao comparar os
valores com os grupos salina, ndo houve diferenga estatisticamente significativa. Isso mostra
que provavelmente a toxicidade da FAT-Ap esteja relacionada com a dose administrada.

A tabela 9 mostra a média de peso relativo dos 6rgaos (bago, figado, coragao e rins)

para cada grupo.

Tabela 9: Efeito da administracédo oral da FAT-Ap sobre o peso relativo dos drgaos ao
final do experimento.

Peso relativo dos Sexo Salina FAT 50 mg/kg FAT 100 mg/kg
orgaos (g/100g)

Figado M 4,26+2,18 4,72+0,60* 3,81+0,60*/*
Baco 0,5940,32 0,73+0,47 0,80+0,21
Coracao 0,47+0,02 0,50+0,05 0,52+0,11
Rins 1,2340,64 1,37£0,11 1,2440,16

Figado 4,65+0,46 4,45+0,18* 3,53+1,74%/
Baco F 0,59+0,11 0,45+0,11 0,48+0,25
Coracao 0,48+0,03 0,45+0,04 0,36+0,18
Rins 1,08+0,11 0,97+0,08 0,85+0,44

M=machos; F=fémeas. Os resultados estdo expressos como média+d.p. (n=6). Analise de varidncia de uma via
(ANOVA) seguido do post teste de Tukey, *+p<0,05; **/++p<0,01; ***+++p<0,001. A auséncia de asteriscos
e/ou cruzes demonstra que os dados ndo foram significativos. O simbolo * representa a comparagdo dos grupos
da FAT-Ap com o grupo salina. O simbolo a representa a comparagao dos grupos da FAT-Ap. entre si tanto para
fémeas quanto para machos.
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Como pode ser observado, houve diferenca significativa quanto ao peso relativo do
figado nos grupos machos e fémeas que receberam a dose de 100 mg/kg.

De acordo com Souza (2011), alcaloides pirrolizidinicos possuem alto potencial
hepatotdxico, produzindo principalmente sindrome de obstrugao sinusoidal (doenga veno-
oclusiva). Em altas doses induz a doenga hepatica aguda, inclusive fulminante. Em
exposi¢ao prolongada desencadeia hepatites cronicas e cirrose, € em quadros agudos pode
haver dor abdominal e ascite. Porém, ndo ha estudos que comprovem a presenga desse grupo
de alcaloides em plantas pertencentes a familia Apocynaceae, bem como estudos que
relatem sobre o potencial hepatotoxico de alaloides inddlicos (principal classe existente em
plantas dessa familia), e apesar dos pardmetros evolucdo ponderal e peso relativo dos 6rgaos
serem importantes no estudo da seguranga de um produto com finalidade terapéutica, ndo ¢é
possivel atribuir toxicidade a um determinado extrato apenas baseando-se nesses critérios
(MESSIADES, 2014; IVERSEN et al., 2003).

Quanto as caracteristicas macroscopicas dos o6rgdaos nao foi observada nenhuma
alteragdo quanto a coloragdo ou forma.

Em estudo ja citado, feito por Messiades (2014), onde foi realizado teste de
toxicidade aguda utilizando extrato etandlico bruto das cascas de A. pyrifolium em ratos
Wistar, com doses de 50, 150, 250 e 1000 mg/kg, ao final do experimento, os Orgdos
também foram observados macroscopicamente. Também ndo foi detectada nenhuma
modificagdo na coloragdo ou forma. Neste estudo houve o6bito de 1 animal (macho)
correspondente a dose de 250 mg/kg e de 2 animais (fémeas) correspondentes a dose de
1000 mg/kg.

Ainda sobre o estudo feito por Messiades (2014), os efeitos de sedagdo, analgesia
caudal, reducdo da atividade geral e redugdo da resposta ao toque foram mais intensos nos
animais que receberam as doses de 250 e 1000 mg/kg, além disso, tais efeitos foram mais
evidentes nas fémeas, fato que também foi observado neste estudo. Contudo, podemos dizer
que o nimero maior de Obitos neste estudo pode ter ocorrido devido ao uso de uma fragdo
bem mais concentrada de alcaloides, potencializando assim os efeitos toxicos.

Também foi observado que, para a FAT-Ap utilizada neste estudo, os efeitos
toxicologicos foram dose-dependente e que a partir desse teste foi possivel estabelecer doses
para os ensaios de atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva. Deste modo, as doses
escolhidas para estudo farmacologico da FAT-Ap foram de 10, 20 e 30 mg/kg, visto que,
apesar da ndo ocorréncia de Obito para a dose de 50 mg/kg, alguns efeitos toxicos

comportamentais foram observados, necessitando com isso, selecionar doses menores
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3.2. Ensaios farmacologicos

3.2.1. Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatoéria foi avaliada por meio dos testes de edema de pata
induzido por carragenina e peritonite induzida também por carragenina. As doses escolhidas
para o presente trabalho foram menores que as de alguns estudos que serdo citados no
decorrer da discussdo, visto que, a fragdo teste utilizada aqui apresenta-se mais concentrada
devido a “marcha” realizada para isolar os alcaloides presentes no extrato bruto.

O edema, uma caracteristica fundamental da inflamagdo aguda, ¢ causado pelo
aumento da permeabilidade vascular, que leva ao extravasamento transvascular de fluido
rico em proteinas de alto peso molecular (exsudato) do compartimento intravascular para o
intersticio, resultado das agdes de mediadores como HIS (histamina), bradicinina (BK), LT
(leucotrieno), componentes do complemento, substancia P (SP) e fator ativador de plaquetas
(PAF). Estes fatores alteram intensamente as fungdes de barreira dos pequenos vasos e
aumentam a permeabilidade dos capilares e vénulas a agua e proteinas (CASTARDO,
2007).

A carragenina desencadeia o processo inflamatorio através de mediadores pré-
formados como histamina e prostaglandinas. As prostaglandinas, em especial PGE2a e
PGF2a, apresentam pico maximo entre 2 a 3 horas apos a aplicag¢do da substancia (VAJJA et
al., 2004). O edema de pata provocado por carragenina ¢ uma metodologia que permite a
observacdo do efeito sistémico da substincia teste através da inducdo de um estimulo
inflamatorio local (CASTARDO, 2007).

De acordo com Di Rosa (1971), o edema provocado pela carragenina ocorre em trés
fases: na primeira hora ap0s a injecdo de carragenina, o aumento da permeabilidade vascular
¢ mediado por histamina e serotonina; na segunda hora, ¢ mediado por cininas, e a fase de
maior intensidade do edema ocorre trés horas apds a injecdo de carragenina e caracteriza a
acao de prostaglandinas sobre a permeabilidade capilar.

A inibi¢do do edema causado por carragenina em muitos estudos ¢ avaliada por anti-
inflamatorios ndo-esteroidais, a exemplo deste, em que o farmaco indometacina foi utilizado
como controle positivo. A tabela 10 mostra o percentual de inibi¢do das doses da FAT-Ap.

utilizadas para teste em comparagdo com o grupo veiculo € com o controle positivo.



139

Tabela 10 — Efeito anti-inflamatorio da FAT-Ap. sobre a espessura da pata (milimetros) até a
quarta hora ap6s a inducéo da inflamacao por carragenina 1%.

Tratamentos 1 hora Inibi¢ao 2 horas Inibigdo 3 horas Inibicdo 4 horas Inibicdo
(%) (%) (%0) (%)

(Salina) 0,93+0,04 - 1,23+0,04 - 1,430,15 - 1,49+0,13 -

(Indometacina) 0,79+0,02 15,0 0,99+0,01 19,5 0,93+0,05 35,0 0,79+0,07 47,0

*kk *k*k *kk

(FAT 10 mg/kg)  0,90£0,06 3,2 1,0710,10 13,0 1,26+0,05 11,9 1,3510,09 8,1
aaa bb ddd
cc e

(FAT 20 mg/kg)  0,83£0,03 10,7 0,98+0,08 20,3 1,08+0,03 24,5 1,1610,06 22,1
cc e
f
(FAT 30 mg/kg)  0,7610,04 18,3 1,0010,01 18,7 0,95+0,09 33,6 0,94+0,03 37,0
aaa bb ddd
f

Os resultados estdo expressos como médiat+d.p. (n=6). Analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do post
teste de Tukey, */4p<0,05; **/+ +p<0,01; ***/+ + +p<0,001. A auséncia de asteriscos e/ou cruzes demonstra que o0s
dados néo foram significativos. Os asteriscos representam as comparagdes feitas em relagdo ao controle negativo. As
cruzes representam as comparagoes feitas entre as doses da FAT-Ap. As cores das letras correlacionam os grupos.

Com base na tabela 10, observou-se efeito antiedematogénico tanto no grupo
controle positivo (indometacina) quanto nos grupos que foram tratados com a FAT-Ap nas
doses de 20 e 30 mg/kg, ja apds a primeira hora. Apds a quarta hora, os resultados também
mostraram que a espessura da pata diminuiu significativamente para as doses de 20 e 30
mg/kg, quando comparados ao grupo controle negativo (salina), que por sua vez, apresentou
aumento da espessura da pata até a quarta hora.

Além disso, pode-se observar que o efeito antiedematogénico pode estar relacionado
com a dose da FAT-Ap., onde a maior dose empregada (30 mg/kg), apresentou um melhor
percentual de inibi¢do do edema (37,0%) que as demais, quando comparadas ao controle
positivo (47,0%).

Os dados também mostraram que apds a quarta hora de inducdo da inflamagdo,
houve diferenga estatisticamente significativa entre as doses da FAT-Ap, pois a dose de 10
mg/kg nao provocou inibi¢do do edema quando comparada com as doses de 20 e 30 mg/kg.
Isso pode servir como base para assegurar que a inibi¢do do edema pode estar associada a

concentracao da FAT-Ap administrada.
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Outro fato que pode ser levado em consideragdo ¢ que o aumento da atividade anti-
inflamatoria ocorreu com o decorrer do tempo.

De acordo com Lima et al. (2013), esse comportamento pode ser chamado de efeito
tardio, podendo existir duas fases: a primeira, ocorrendo em torno de uma hora (fase rapida),
em que ocorre liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina, ¢ uma segunda fase, que
ocorre entre uma e seis horas apos inducdo da inflamagdo, onde cininas e prostaglandinas
sdo liberadas, ativando a cascata da cicloxigenase 2 (COX-2).

Deste modo, ¢ provavel que o perfil anti-inflamatorio da FAT-Ap. esteja relacionado
com ativagdo dessa cascata, inibindo a liberagao desses mediadores e consequentemente 0s
eventos vasculares da inflamacdo, que culminam na dilatagdo das pequenas arteriolas ¢ o
extravasamento de proteinas para o tecido ¢ consequentemente a formagao de edema.

A figura 73 mostra mais claramente o perfil de inibi¢do do edema para cada grupo,

usando como pardmetro o aumento da espessura da pata em fun¢ao do tempo.

Figura 73 - Avaliacao do efeito anti-inflamatério da FAT-Ap em funcao do tempo
decorrido apés inducdo de edema por carragenina 1%.
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Grafico de linhas. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do post teste de Tukey, *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001. A auséncia de asteriscos mostra que os dados ndo foram significativos.
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Em estudo realizado por Nogueira et al. (2014), a fragdo aquosa das sementes da
mesma espécie foi testada na dose de 50 mg/kg e apresentou reducdo do edema da pata apos
a terceira (p<0,01) e quarta (p<0,001) hora de indugdo da inflamagao.

MESSIADES (2014), em ensaio de edema de pata também em camundongos Swiss,
testou o extrato etanolico bruto das cascas do caule de A. pyrifolium nas doses 62,5, 125 e
250 mg/kg. Os resultados mostraram atividade anti-inflamatoria significativa apos a segunda
(p<0,05; p<0,01) e quarta hora (p<0,001) de inibi¢ao da inflamacao para as trés doses.

A figura 74 mostra a diferenca entres as medias de peso das patas direitas de cada
grupo (pata que recebeu o agente flogistico). A diferenga entre os pesos foi estatisticamente
significativa (FAT 20 mg/kg : p<0,01; Indometacina e FAT 30 mg: p<0,001) quando
comparados ao controle negativo. Esse procedimento foi importante para verificar a
atividade antiedematogénica apresentada pela FAT nas doses de 20 e 30 mg/kg, ja que o
peso da pata ao final do experimento estd diretamente relacionado com a extensao do edema

durante o processo inflamatorio (CELEDONIO, 2008)

Figura 74: Comparacao entre os pesos das patas direitas (que receberam carragenina
1%) ao final do experimento.

0.3

(=]
ha
N

o
-
1

Peso (gramas)

Anélise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do post teste de Tukey, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

A auséncia de asteriscos demonstra que os dados ndo foram significativos.

O teste de peritonite avalia a migra¢do leucocitaria, por meio da contagem de

leucocitos (x 10° /mm?) presentes no exsudato liberado na cavidade peritoneal, apds a
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administragcdo de carragenina, 4 horas antes da contagem das células (CASTARDO, 2007)
(Figura 75).

Figura 75: Injecdo intraperitoneal de carragenina em camundongos (Fonte: OLINDA,
2010).

A tabela 11 mostra os resultados do ensaio de peritonite induzida por carragenina
1%. Foi possivel observar uma menor quantidade de polimorfonucleares no exsudato
coletado tanto no grupo que recebeu indometacina (p<0,01) quanto para o grupo que
recebeu a FAT-Ap na dose de 30 mg/kg (p<0,01), demonstrando assim, que a espécie possui
substancias que impedem a migragdo leucocitaria ou apenas atuem inibindo os mediadores
quimicos responsaveis pelo processo edematogénico, confirmando com isso, a atividade
observada no teste de edema de pata (CASTARDO, 2007).

Tabela 11- Efeito antiquimiotatico da FAT-Ap sobre o niimero de leucécitos totais no
exsudato da cavidade intraperitoneal de camundongos apds peritonite induzida por
carragenina 1%.

Tratamentos Numero global de polimorfonucleares Inibicao (%)
(x10°/ mm”)
Salina 14,58+0,67 -
Indometacina 8,03£1,35" 45,0
FAT-Ap 20 mg/kg 12,09+2,27™ 17,1
FAT-Ap 30 mg/kg 8,771,15° 39,8

Os resultados estdo expressos como média+d.p. (n=5). Andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do
post teste de Tukey, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A auséncia de asteriscos demonstra que os dados ndo
foram significativos.
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Em estudo realizado por Aquino (2010), no qual o EEB e vérias fra¢cdes (Hex:CHCI3
50%; CHCI3 100%; CHCl:AcOEt 50%; AcOEt 100%; CHC13:MeOH 5% e CHCI3:MeOH
10%) das cascas do caule de Aspidosperma tomentosum, tanto o EEB quanto as fragdes
(com excegao da fracdo AcOEt 100%) apresentaram atividade antiquimiotatica significativa,
praticamente abolindo o influxo de células polimorfonucleares para o tecido frente a
peritonite induzida por tioglicolato 3%.

Do mesmo modo, em pesquisa realizada por Rodrigues (2015), solucdes orais feitas
a partir do EEB das cascas do caule de A. pyrifolium, nas concentragdes 125 e 250 mg/kg
reduziram o numero de leucdcitos em 71,40 e 93,53%, respectivamente, em peritonite

induzida por carragenina 1%.

3.2.2- Atividade Antinociceptiva

Os ensaios para avaliacdo da atividade antinociceptiva apresentaram melhor resposta
farmacologica do que os realizados para avaliar atividade anti-inflamatoria.

O teste das contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético ¢ capaz de produzir
contragdo da musculatura abdominal, juntamente com a extensdao de pelo menos uma das
patas posteriores. Embora seja um modelo simples e pouco especifico, o teste de contorgdes
abdominais ¢ muito sensivel e permite avaliar a atividade antinociceptiva de substancias que
atuam tanto em nivel central quanto periférico (OLINDA, 2010).

A tabela 12 mostra que todas as doses da FAT-Ap apresentaram percentual de
inibicdo significativo com valores aproximados aos do grupo controle positivo (dipirona 500

mg/kg).

Tabela 12- Efeito antinociceptivo da FAT-Ap sobre o nimero de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético.

Tratamentos Numero de contor¢des durante 20 minutos Inibigdo (%)
Salina 40+13,02 --
Dipirona 1,33+1,75%** 96,67***
FAT 10 mg/kg 9,3349,0%** 76,67%**
FAT 20 mg/kg 9,8347, 1 #** 75,42%%*
FAT 30 mg/kg 6,3347, 1 #%* 84,1 7#4*

Os resultados estdo expressos como médiatd.p. (n=5). Analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do
post teste de Tukey, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A auséncia de asteriscos demonstra que os dados ndo
foram significativos.
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Essa mesma atividade foi testada em estudo realizado por Nogueira (2014), no qual
doses de 50, 100 e 200 mg/kg do extrato aquoso das sementes de A. pyrifolium, mostraram
atividade antinociceptiva significativa quando relacionadas com os grupos controle positivos
(morfina 5 mg/kg e indometacina 10mg/kg).

Rodrigues (2015), realizou esse mesmo teste usando solugdes orais nas doses de 125
e 250 mg/kg a partir das cascas do caule de A. pyrifolium e constatou que a dose de 250
mg/kg inibiu de forma mais significativa (89,4%) o nimero de contorgdes quando
comparada com o controle positivo (dipirona 500 mg/kg) (77,65). Foi relatado no mesmo
estudo que tal efeito pode estar relacionado com receptores TRPV1 (canais de calcio ndo
seletivos, presentes em tecidos envolvidos na resposta da dor e inflamagdo), ¢ que
substancias que s3o antagonistas desses receptores podem provocar atividade
antinociceptiva em camundongos.

O teste da injecdo subplantar de formalina, um modelo mais especifico que o teste de
contor¢cdes abdominais, permitiu avaliar dois tipos de dor: uma de origem neurogénica,
como resultado da estimulagao direta dos neurdnios nociceptivos, observada nos primeiros 5
minutos apo6s a administragdo da formalina, e outra de origem inflamatoria, caracterizada
pela liberacdo de mediadores inflamatorios, observada entre 15 a 30 minutos apos a injegao
da formalina. A resposta tonica a dor foi avaliada a partir do tempo em que os animais
permaneceram lambendo a pata que recebeu o agente flogistico, tanto na fase I quanto na
fase II (OLINDA, 2010) (figura 76).

Figura 76: Teste de formalina em camundongos (Fonte: OLINDA, 2010).

Tanto o grupo que recebeu a indometacina quanto o grupo que recebeu a FAT-Ap 30
mg/kg, apresentaram um percentual de inibicdo maior que 50%, cessando as lambeduras em

menor tempo ao final da fase I (neurogénica). Ja na fase II (inflamatodria) do experimento,
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tanto a indometacina quanto todas a doses da FAT-Ap diminuiram significativamente o
tempo de lambeduras quando comparados com o grupo controle negativo, sendo a dose de
30 mg da FAT-Ap a mais efetiva (85,57% de inibigo) (tabela 13).

Tabela 13 — Efeito antinociceptivo da FAT-Ap nas fases 1 (0-5 minutos) e 11 (15-30
minutos) apos nocicep¢ao induzida por formalina 1%.

Tratamento Fase I (0-5 minutos) Inibicdo Fase IT (15-30 Inibicao
S Tempo que o animal (%) minutos) (%)
passou lambendo a pata Tempo que o animal
passou lambendo a pata
Salina 4,53+0,34 -- 11,30+1,66 --
Indometaci 1,58+1,39** 62,12%%* 1,00+1,43%%* 91,15%%**
na
FAT 10 3,14+1,09 30,68™ 6,90+1,5%* 38,93%*
mg/kg a aa
b bbb
FAT 20 2,98+1,00™ 34,21™ 3,442,0%** 69,91 %%
mg/kg a aa
c cc
FAT 30 1,90+1,09%* 58,05%* 1,63+1,79%%* 85,57***
mg/kg b bbb
c cc

Os resultados estdo expressos como média+d.p. (n=6). Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do
post teste de Tukey, */4+p<0,05; **/+ +p<0,01; ***/+ + +p<0,001. A auséncia de asteriscos e/ou cruzes
demonstra que os dados ndo foram significativos. Os asteriscos representam as comparagdes feitas em relacdo
ao controle negativo. As cruzes representam as comparagdes feitas entre as doses da FAT-Ap. As cores das
cruzes correlacionam os grupos.

Messiades (2014), testou doses de 62,5, 125 e 250 mg/kg do extrato etandlico bruto
das cascas do caule de A. pyrifolium, mostrando que ao final do experimento, a dose de 125
mg/kg apresentou percentual de inibicdo significativo (p<0.001) frente ao nimero de
lambeduras tanto na fase precoce (64,51%) quanto na fase tardia (97,22%) do experimento.
Esses resultados sugerem que a FAT-Ap apresenta possivel efeito central e periférico
frente ao estimulo da dor e inflamacdo, o que foi observado também por Nogueira et al.
(2014), em que para o mesmo teste, a dose de 100 mg/kg do extrato aquoso das sementes de
A. pyrifolium também apresentou diminuicdo no tempo de lambeduras na fase tardia de
modo semelhante aos controles positivos (morfina 5 mg/kg e indometacinal 0 mg/kg).
Como j& demonstrado no teste de edema de pata, os percentuais de inibi¢do podem
estar diretamente relacionados com o aumento da dose da FAT-Ap. Tal potencial anti-

inflamatorio e analgésico se deve provavelmente a agdo de numerosos alcaloides indolicos
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encontrados em espécies do género Aspidosperma, levando em consideragdo o teste
qualitativo para presenca de alcaloides, que por sua vez apresentou uma reagdo de
precipitacdo fortemente positiva durante o estudo fitoquimico. Os resultados relacionados a
diminui¢do do niimero de lambeduras na fase II deste teste podem contribuir positivamente
para o perfil anti-inflamatorio observado na diminui¢do do edema de pata causado por
carragenina, de modo que, ap0s o tempo de trinta minutos, tanto o controle positivo quanto a
FAT-Ap podem ter prococado a inibicdo de mediadores responsdveis por aumentar a

permeabilidade vascular, reduzindo o edema provocado pelo agente inflamatorio.
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4. CONCLUSAO

Os resultados descritos neste estudo demonstraram que a espécie A. pyrifolium Mart.
apresentou potencial tanto anti-inflamatorio quanto analgésico frente aos modelos animais.
Deste modo, tal espécie mostrou-se fonte promissora de substdncias com atividade
farmacologica. Todavia, ressalva-se o cuidado para o potencial toxicologico apresentado,

sendo assim seu uso condicionado a determinagdo de doses seguras.
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