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RESUMO: Objetivo: determinar a atividade antinociceptiva, anti-inflamatéria e
toxicolégica da espécie Annona leptopetala. Método: O estudo buscou basear-se
em uma triangulacdo entre abordagens qualitativa-experimental e quantitativa; foram
utilizados 72 camundongos, (Mus musculus), albinos, variedade Swiss, adultos
jovens e machos, de peso entre 25-30g; os animais foram submetidos a peritonite,
teste de formalina, contorcbes e avaliacdo da acdo toxica em ratos Rattus
Norvegicus provenientes do biotério da Faculdade Santa Maria, Cajazeiras-PB. A
pesquisa seguiu em conformidade e foi conduzida em obediéncia as normas e
diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres vivos: animais (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, do NIH - National Institute of Health-EUA,
1996; Lei Federal N° 11.794/2008; Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo - CONCEA); e integridade da fauna e flora (Lei Federal N°
9605/1998) (MACHADO et al., 2004). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal da Faculdade Santa Maria - FSM, com o nimero 003/2016.
Resultados: A pesquisa mostrou que a inibicdo da nocicepcdo induzida por
formalina foi positiva na dosagem de 200 mg/kg, com reducdo minima do tempo de
lambedura da pata injetada na primeira fase do teste em 5% e subindo na segunda
fase para 40%. Porém, o extrato ndo apresentou acdo significativa no teste anti-
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inflamatorio e ndo houve deteccéo de efeitos indesejados nos camundongos. Assim,
a Annona leptopetala apresenta potencial terapéutico como antinoceptor
(analgésico). O extrato ndo apresentou toxicidade na dose testada, uma vez que sua
administracao oral ndo induz sinais de toxicidade geral ou mortalidade, sugerindo
uma seguranca terapéutica para as doses farmacologicamente ativas, visto que a
utilizacdo deste extrato pode melhorar a funcdo hepatica. Além disso, destaca-se
como relevancia da presente pesquisa a comprovacdo cientifica quanto ao uso
popular da espécie Annona leptopetala como anti-inflamatoria, porém pouco
significativa, analgésica e toxica. Sendo assim, aguarda-se a realizacdo de demais
pesquisas para validar os resultados obtidos no estudo e buscar a liberacdo da
mesma para utilizacdo como farmaco. Conclusdo: Na avaliacdo da atividade anti-
inflamatoéria, a substancia chegou a apresentar alguma acdo, porém nao
significativa; no entanto, a nocicepcao induzida por formalina foi positiva para a
amostra de Annona leptopetala. Relacionando-se a avaliagdo da toxicidade aguda, o
extrato ndo apresentou toxicidade, ja que sua administracdo oral ndo induziu sinais
de toxicidade geral ou mortalidade, gerando uma seguranca terapéutica para as
doses farmacologicamente ativas, melhorando a funcédo hepética, pela diminuicédo
das suas taxas seéricas.

Palavras-chaves: Nocicep¢do. Terapia. Agao anti-inflamatoria.

ABSTRACT: Objective: to determine the antinociceptive, anti-inflammatory, and
toxicological activity of the species Annona leptopetala. Method: This was an
experimental, descriptive study with a qualitative approach, 72 mice (Mus musculus),
albinos, Swiss variety, young adults, males, weighing between 25-30g, submitted to
peritonitis, formalin, contortions and evaluation of toxic action in rats, from the
vivarium of Faculdade Santa Maria, Cajazeiras-PB. The research followed
accordingly and was conducted in compliance with current bioethical standards and
guidelines for trials involving living things: animals (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, NIH - National Institute of Health-USA, 1996; Federal Law No.
11,794 / 2008; National Council for Experimentation Control - CONCEA); and
integrity of fauna and flora (Federal Law N. 9605/1998) (MACHADO et al., 2004).
The project was approved by the Animal Research Ethics Commi-tee of Faculdade
Santa Maria - FSM, under number 003/2016. Results: research has shown that
inhibition of formalin-induced nociception was positive at a dosage of 200 mg/kg, with
a minimal reduction in the time of licking of the injected paw in the first phase of the
test by 5% and rising in the second phase to 40%. However, the extract did not show
significant activity in the anti-inflammatory test and there was no detection of
unwanted effects in the rats. However, other research must be carried out so that it is
used as a drug since there is no scientific evidence to date. Conclusion: In the
evaluation of anti-inflammatory activity, the substance shows some significant action.
Since formalin-induced nociception was positive for the Annona leptopetala sample.
Relating to the assessment of acute toxicity, the extract showed no toxicity, as its oral
administration did not induce signs of general toxicity or mortality, generating
therapeutic safety for pharmacologically active doses, and improving liver function,
by decreasing its serum rates.

Keywords: Nociception, Therapy, Anti-inflammatory action.
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INTRODUGCAO

A sociedade carrega 0 conhecimento deixado pelos povos antigos,
informagdes sobre o ambiente, solo e plantas que podem ter diversas utilidades. A
busca por plantas com propriedades terapéuticas vem de um contexto histérico, e é
uma atividade passada de geracao para geracédo, constituindo uma tradicdo milenar
(OLIVEIRA, 2013).

Ao longo da histéria, o homem tem se utilizado de diversas formas de
tratamento para o alivio da dor. Entre elas, as ervas medicinais merecem destaque
devido a sua ampla e popular utilizacdo. O interesse na busca dessas plantas
cresceu consideravelmente desde a segunda metade do século XX (ALMEIDA et al.,
2011). A raiz, o caule ou a folha de uma planta pode induzir algum efeito ou fornecer
substancias com interesse para industrias farmacéuticas (MESSIAS et al., 2015).

O Brasil possui uma grande biodiversidade: sua flora € uma das mais ricas do
mundo, havendo, em média, mais de 56.000 espécies de plantas descritas, dentre
as quais muitas sdo usadas com finalidades terapéuticas e com conhecimentos
tradicionais abundantes (BRASIL, 2015).

Dentre essas espécies com fins terapéuticos, encontra-se a Annona
leptopetala, da familia Annonaceae. Essa espécie € conhecida popularmente como
"ata-brava", "banana-demacaco”, "bananinha", "bananinha-de-macaco", "bananinha-
de-quemqguem"”, "fruta-demacaco" e "pereiro". Na medicina popular, o cha e as
cascas da A. leptopetala sé&o utilizados como digestivos, no tratamento de tumores e
em processos inflamatorios (RODRIGUES, 2016).

O estudo fitoquimico dos mais diversos produtos naturais é totalmente
relevante, visto que a descoberta desses compostos poderd ser utilizada no
desenvolvimento de novos compostos. As espécies vegetais, em especial, sdo ricas
em componentes gquimicos denominados principios ativos, tais como alcaloides,

glicosideos, cardioativos, glicosideos cianogénicos, taninos, saponinas, oxalato de
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calcio; fontes na descoberta de substancias que podem vir a serem Uteis na
diversidade terapéutica (MENDIETA et al., p.681, 2014).

De acordo com o estudo de Rodrigues (2016), considera-se relevante o
potencial quimico, “uma grandeza termodindmica que funciona como critério de
equilibrio e desequilibrio em processos quimicos de transferéncia de substancia
entre as diferentes regides de um sistema, a exemplo de dissolucédo, difusao, etc.”
(MOURA PORTO; SILVA, 2019), e farmacologico de varias espécies da familia
Annonaceae, incluindo a A. leptopetala. Sua utilizagdo terapéutica € um grande
objeto de estudo para a conducdo de pesquisas biolégicas para a comprovacdo da
utilizacdo na medicina tradicional.

Neste contexto, esta pesquisa busca a comprovacao cientifica quanto ao uso
popular da espécie Annona leptopetala como anti-inflamatéria, analgésica e
avaliacdo de sua toxidade, visto que pesquisas sobre essa planta ainda s&o
escassas, principalmente em relacdo ao estudo das suas propriedades
farmacoldgicas, abrindo portas para que novos farmacos sejam utilizados tanto na
inflamag&o como na dor, proporcionando uma melhor qualidade de vida. Portanto, o
objetivo deste estudo € analisar a acdo antinociceptiva, anti-inflamatoria e avaliar o

perfil toxicolégico do extrato aquoso desta planta.

MATERIAIS E METODOS

Material Botanico

A espécie Annona leptopetala foi coletada no més de outubro, na zona rural
do municipio de Petrolina, Pernambuco, Brasil. (Latitude: 06° 53' 25" S Longitude:
38° 33' 19" O), seguindo todo o protocolo de coleta e herborizacdo vigente. O
material foi embalado e transportado até o laboratério de pesquisa em Biomedicina

da Faculdade Santa Maria, em Cajazeiras-PB.
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Preparacdo do Extrato

Uma fracdo do material (casca) triturado foi fervida por dois minutos em 50 mL
de agua. Ap6s um minuto em repouso, o material foi filtrado com papel filtro com
rendimento aproximado de 30 mL de extrato. O padrdao de dosagem utilizado foi

manejado em carater experimental.

Animais

Foram utilizados 72 camundongos, (Mus musculus), albinos, variedade Swiss,
adultos jovens, machos, de peso entre 25-30g, provenientes do biotério da
Faculdade Santa Maria, Cajazeiras-PB.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, sob condi¢cdes
monitoradas de temperatura (20 + 3°C,) ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase
clara de seis as 18 horas, recebendo racdo padrdo Nuvilab® e agua ad libitum
disponiveis em garrafas de polietileno com bicos de inox. Também foram utilizados
16 ratos da espécie Rattus Norvegicus, albinos, Wistar, adultos-jovens,
fémeas/machos, de peso entre 200-250g, provenientes do biotério da Faculdade

Santa Maria, Cajazeiras-PB.

Condicdes Experimentais

Todos os procedimentos foram realizados no laboratério de Bioquimica,
laboratério de Farmacologia e laboratério de técnicas cirargicas da Faculdade Santa

Maria - FSM, no periodo compreendido das sete as 22 horas.
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Nas 24 horas antecedentes aos experimentos, 0s animais foram secionados
em grupos de oito animais cada e mantidos na sala onde foi desenvolvido o estudo,
a fim de adaptd-los ao ambiente experimental. Antes de cada procedimento, as
bancadas e os aparelhos utilizados foram higienizados com alcool a 70%. A
pesquisa seguiu em conformidade as normas e diretrizes bioéticas vigentes para
ensaios envolvendo seres vivos: animais (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, do NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Lei Federal N°
11.794/2008; Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo - CONCEA); e
integridade da fauna e flora (Lei Federal N° 9605/1998) (MACHADO et al., 2004).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Faculdade Santa Maria - FSM, com o numero 003/2016.

Modelos de nocicepcao

Testes de nocicepcao

Para o teste de nocicep¢ao, foram formados grupos compostos de oito
animais para determinar o efeito da Annona leptopetala. Uma hora antes da
aplicacdo da formalina, os camundongos foram pré-tratados com o extrato de
Annona leptopetala na dose de 200 mg/kg, v.0. Para controle positivo, um grupo foi
tratado com a morfina 5 mg/kg, v.p., 30 minutos antes. Para o grupo controle
negativo, foi administrado agua destilada v.o. Apos isso, foram submetidos a uma
injecdo de 20 pl de formalina 2% na pata direita traseira. Logo apds a aplicacao,
foram colocados individualmente sob becker de vidro invertido para observacao. O
tempo transcorrido (em segundos) que o animal lambeu ou mordeu a pata foi
registrado em duas fases: inicial (0-5 min) e tardia (20-25 min), ap6s a administracao
da formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987).
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Andalise Estatistica

Os resultados das analises efetuadas foram obtidos conforme a média e o
correspondente erro padrao vigente no estudo por meio da utilizacdo do programa
estatistico SPSS Statistics versédo 23. A partir dos dados obtidos, foram produzidos

tabelas e gréaficos através de comparacgfes das variaveis categoricas de interesse.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo identificou que a administracdo do extrato de Annona leptopetala na
dose de 200 mg/kg reduziu minimamente o tempo de lambedura da pata injetada
com formalina durante a primeira fase do teste (5%) quando comparado ao grupo
controle negativo. J4 na segunda fase, reduziu o tempo em que o animal
permaneceu lambendo a pata em relacdo ao grupo que recebeu o tratamento
apenas com o veiculo (Agua destilada) (40%).

Os valores de inibicdo causada pela administracdo da Annona leptopetala na
dose de 200 mg/kg, v.o., foram, respectivamente, 5% na primeira fase e de 40% na
segunda fase. A morfina 5 mg/kg, i.p, que tem um potente efeito no tratamento da
dor crénica ou aguda (DAUDT et al., 1998), atenuou o tempo de lambedura da pata
nas duas fases (90% e 100%).
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Figura 1. Efeito do extrato aquoso do Annona leptopetala sobre o tempo de
lambedura da pata direita traseira no modelo de nocicepcédo induzida por formalina
apresentaram a média + E.P.M. ap0s a aplicacdo da formalina 2% houve 0,5% de
reducdo do tempo na primeira fase, na segunda fase a reducéo foi de 40%. FONTE:

Dados da pesquisa, 2017.

Este estudo demonstrou que a administragédo oral de Annona leptopetala, em
doses que nado induzem toxicidade sistémica ou alteragcdo do desempenho motor,
produz efeitos antinociceptivo em diferentes modelos de dor. Este efeito
provavelmente € mediado por inibicdo de fatores que desencadeiam a dor por meio
da acao farmacolégica comum entre boa parte dos analgésicos (CAMPOS et al.,
2016).

Segundo Silva (2017), a administracdo de Annona leptopetala produz
antinocicepcdo, quando avaliada com o teste da contor¢cdo induzidas por acido
aceético, fortalecendo essa metodologia como importante ferramenta de triagem para

avaliacd@o de propriedades analgésicas de novas substancias.

Testes de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético:
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A administracdo do extrato aquoso da Annona leptopetala (200 mg/kg)
reduziu a resposta nociceptiva induzida pelo acido acético 1% com inibicdo de 15%
em relagdo ao grupo controle. O grupo pré-tratado com a morfina (5mg/kg), utilizado
como droga de referéncia, apresentou uma reducdo de 100% no numero de

contor¢des, como mostrado na figura 2

Data 1
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=
e

NUmero de contorc¢des
N
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1

Figura 2: Efeito do extrato aquoso do Annona leptopetala sobre as contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético onde os animais foram pré- tratados com
veiculo, morfina e o extrato na dose. Onde os valores apresentaram uma inibicéo de
15%.

O estudo de Santos (2015), com extratos de plantas nociceptivas antes da
administracdo intraperitoneal de acido acético e a administracdo de morfina
subcutédnea como farmaco de referéncia 40 minutos antes do estimulo nociceptivo,
faz-se com que a resposta de contor¢cdo consista numa extensdao do musculo
abdominal juntamente com um alongamento dos membros posteriores. Contudo,
mesmo considerado um modelo simples de deteccdo de agao nociceptiva, ao usar o

modelo do &acido acético em camundongos, 0 mesmo apresenta boa sensibilidade
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na descoberta de substéncias advindas de plantas medicinais, com potencial
analgésico, uma vez que tal teste possui alta sensibilidade.

A administracdo da indometacina (10 mg/kg), utilizada como controle positivo,
reduz o numero de contor¢des induzidas pelo &cido acético em camundongos
(SILVA, 2017). Diante da propriedade inibitéria da Annona leptopetala, sugere-se
gue sua acao nas contor¢cdes abdominais dar-se-a devido, em parte, a uma acéo

analgésica, que € comum para fdrmacos com essa atividade fisiologica.

Avaliacao da atividade anti-inflamatéria.

Peritonite induzida por Carragenina:

Para avaliar o efeito do extrato aquoso da Annona leptopetala, o teste de
peritonite induzida por Carregenina em camundongos apresentou 0s seguintes

resultados, conforme o gréfico:
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Data 3

leucocitos

Figura 3: Efeito do extrato aquoso da Annona leptopetala sobre a peritonite induzida
pela Carragenina, os dados apresentaram que os efeitos anti-inflamatorios nesse

teste ndo obtiveram resultado positivo.

Houve uma intensa migracdo de leucécitos para o grupo controle negativo e
uma pequena diminuicdo dos mesmos quando os animais foram tratados com o
extrato da substancia.

Dados compativeis com os resultados levantados por Oliveira (2010), que
apresenta em seus ensaios que a peritonite induzida por carregenina em
camundongos ndo obteve efeito sobre a migracao de leucécitos. O autor afirma
ainda que esse dado é pertinente a acdo do farmaco pesquisado e que a
carregenina € um modelo classico e confiavel para avaliar o efeito anti-inflamatoério

de novos compostos, como no caso da Annona leptopetala.
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Avaliacao da toxicidade aguda através de analises bioquimicas

Os efeitos toxicos associados a administracdo em longo prazo de substancias
desconhecidas podem levar ao desenvolvimento de varios efeitos colaterais, tais
como Ulceras gastrointestinais, hemorragia, renais e imunossupressao
(VIDYALAKSHMI, 2010).

Ao investigar a toxicidade aguda, Marchetti et al. (2013) citam que as
propriedades antinociceptivas de alguns extratos de plantas tais como Annona
leptopetala podem gerar toxicidade aguda, visto que ndo se tem conhecimento das
substancias presentes no extrato, identificando o0s seus possiveis efeitos
indesejados, como comprometimento da funcéo hepatica e renal.

No nosso estudo, a fim de confirmar essas lesdes, submetemos o soro dos
animais a testes bioquimicos referentes aos marcadores hepaticos e renais. Quando
h& uma les@o hepatocelular, as enzimas transaminases TGO e TGP sdo de grande
utiidade, sendo que TGP € encontrada exclusivamente no tecido hepatico,
tornando-se a mais especifica (BUDAY et al, 2015; KO et al, 2015). Em alteracdes
da funcéo renal, as enzimas Ureia e Creatinina sdo as mais sensiveis, sendo que a
creatinina pode ser encontrada no musculo esquelético, tornando-se menos

especifica que a Ureia (SILVA et al., 2006).

AST ALT UREIA
Controle 161,5 64,36 38,66
2000 mg/kg 93,5 52,5 40,16

Tabela 1 - Andlises obtidas do soro de ratas tratadas com o extrato aquoso do
Annona leptopetala na dose de 20000l/kg. Foi observado uma diminuigdo das taxas
séricas dos marcadores hepaticos, entretanto a uréia obteve um pequeno aumento.
FONTE: Dados da pesquisa, 2017.

O uso da Annona leptopetala neste estudo ndo desenvolveu efeito toxico, ao

contrario do esperado, atenuou os valores dos marcadores hepaticos quando
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comparados ao grupo controle. Essas evidéncias levantadas corroboram a
afirmacdo feita por Marchetti et al. (2013), onde os pesquisadores relataram que a
Annona leptopetala ndo desenvolve efeito toxico, porém € importante fazer novos
estudos, uma vez que essa metodologia auxilia na procura de novos medicamentos

a partir de prototipos naturais.

CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados nesta pesquisa, elencou-se que a
nocicepc¢ao induzida por formalina foi positiva para a amostra de Annona leptopetala.
Porém, na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, a substancia ndo apresentou
acao consideravel ou significativa. Em relacdo a avaliacdo da toxicidade aguda, o
extrato ndo apresentou toxicidade, uma vez que sua administracdo oral ndo induz
sinais de toxicidade geral ou mortalidade, sugerindo uma seguranca terapéutica para
a utilizacdo em doses farmacologicamente ativas, visto que a utilizacao deste extrato
pode melhorar a funcdo hepatica, pela atenuacdo das suas taxas seéricas.

Desse modo, ao evidenciar a acao nociceptiva e anti-inflamatoéria da Annona
leptopetala, € indispensavel pesquisa nesta area para obter a comprovacédo efetiva
das suas atividades farmacoldgicas. Espera-se que os resultados do estudo possam
servir como base de testes de fases iniciais para contribuir a formulacédo de farmacos
biotecnolégicos com base em plantas medicinais para o desenvolvimento de novos

analgésicos e anti-inflamatorios.
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