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RESUMO

O fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho® produzido a partir das tinturas de Matricaria
recutita (camomila), Gentiana lutea (genciana) e Foeniculum vulgare (funcho), possui
como indicacdo 0 uso como anti-espasmaédico e estomaquico e, apesar de estar no
mercado a mais de 70 anos, ndo possui ainda estudos cientificos que comprovem a sua
qualidade, estabilidade, seguranca e eficacia terapéutica nas desordens gastrointestinais.
O presente trabalho tem como principal objetivo validar o uso do fitoterapico nas
desordens gastrintestinais, determinando a seguranca e eficacia do produto padronizado,
para atender as exigéncias da ANVISA e assim, contribuir para a renovacao de registro
do produto. Foram entdo realizados os testes de toxicidade pré-clinica (toxicidade aguda
e de doses repetidas) em roedores, citotoxicidade em neutréfilos humano e células HepG2
e avaliacdo da atividade farmacoldgica do fitoterapico para desordens gastrintestinais.
Inicialmente, fitoterapico foi padronizado quanto ao teor de marcadores ativos (apigenina
7-glucosidio, gentiopicrosidio e anetol) determinados pelo emprego de método analitico
validado - RE 899 (BRASIL, 2003) com auxilio de sistema de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com detector de arranjo diiodo (CLAE-DAD). Nas avaliacbes
toxicoldgicas in vitro (cultura de neutrofilos e células HepG2) investigada pela
determinacdo da atividade da lactato desidrogenase e/ou teste do MTT, o fitoterépico
GAC (10-200 pg/mL) ndo mostrou-se citotoxico. Prosseguindo os estudos de toxicidade
em roedores, a estimativa da DL50 do produto foi acima de 2g/kg, quando administrado
por via oral. Ademais, estudo de toxicidade de dose repetida (250-1000 mg/Kg, v.0.) em
ratos ratificou a baixa toxicidade do produto através de avaliagdes bioquimica,
hematoldgica e histopatoldgica. Na avaliacdo farmacoldgica, o fitoterapico GAC (100 —
400 mg/Kg, v.0.) mostrou potencial antidispéptico, reduziu o transito intestinal induzido
por betanecol, além do efeito laxativo. Ainda, o fitoterapico apresentou efeito
antinociceptivo no modelo de dor visceral induzido pelo 6leo de mostarda em
camundongos, tanto nos sistemas opioide e adrenérgico, além dos canais de potassio, que
parecem possuir um papel importante nessa agdo, que nao esta relacionada a um possivel
efeito central, como sedagdo ou diminuigdo da atividade motora. Por fim, o fitoterapico
Gotas Arthur de Carvalho mostrou um padrdo de seguranga que ratifica o seu emprego
como medicamento, além do seu potencial no tratamento de desordens gastrointestinal,
destacando suas atividades anti-dispéptica e antinociceptiva/dor visceral. Contudo,

estudos adicionais s&o ainda necessarios relacionados especialmente a determinagdo mais



aprofundada do mecanismo de agdo farmacoldgico, bem como a realizagdo de estudos
clinicos, vislumbrando seu registro como fitoterapico no pais. Ainda, destaca-se a
importancia do presente estudo que envolveu parceria universidade-empresa/Industria
Farmacéutica, o que tornou o trabalho algo concretamente aplicada as necessidades

sociais e econdmicas da regido.

Palavras-chave: Matricaria recutita, Foeniculum vulgare, Gentiana lutea, toxicidade

pré-clinica, desordens gastrintestinais.



ABSTRACT

The herbal medicine Gotas Arthur de Carvalho® (GAC) produced from Matricaria
recutita (chamomile), Gentiana lutea (gentian) and Foeniculum vulgare (fennel)
tinctures, has indication use as antispasmodic and stomachic, and despite being on the
market more than 70 years, does not have scientific studies proving its quality, stability,
safety and therapeutic efficacy in gastrointestinal disorders. This study aims to validate
the use of GAC in functional gastrointestinal disorders, determining the safety and
efficacy of product, to meet the requirements of ANVISA and thus, contribute to the
product registration renovation. Firts, were carried out the preclinical toxicity test (acute
and repeated-doses toxicity) in rodents, cytotoxicity on human neutrophils and HepG2
cells and evaluation of the pharmacological activity of the herbal medicine to treat
gastrointestinal disorders. Initially, the herbal medicine was standardized on the content
of active markers (7-glucosidio apigenin, gentiopicrosidio and anethole) determined by
the use of validated analytical method - RE 899 (BRAZIL, 2003) with the aid of Liquid
Chromatography System with High Efficiency array detector diiodo (HPLC-DAD). In
vitro toxicological evaluations (culture neutrophils and HepG2 cells) was investigated the
determination of lactate dehydrogenase activity and / or the MTT test, and GAC (10-200
ug / ml) was shown to be not cytotoxic. Continuing toxicity studies in rodents, the
estimated LD50 of the product was above 2 g / kg when administered orally. Moreover,
in repeated-doses toxicity study (250-1000 mg / kg, p.o.) in rats confirmed the low
toxicity of the product through biochemical, haematological and histopathological
evaluations. In pharmacological evaluation, the herbal GAC (100 - 400 mg / kg, p.0.)
showed activity on dyspepsia, demosntrated by reduction of intestinal transit induced by
bethanechol, besides the laxative effect. Moreover, the antinociceptive effect of GAC
founded in visceral pain model induced by mustard oil in mice where both opioid and
adrenergic systems, in addition to potassium channels appear to have an important role in
action, which is not related to a possible central effect, because sedation or decreased
motor activity was not observed. Finally, the herbal medicine Arthur de Carvalho showed
a safety standard which confirms its use as medicine, in addition to its potential in the
treatment of gastrointestinal disorders, proving its antinociceptive activities / visceral pain
and role in dyspepsia. However, further studies are still needed, especially related to
determine the pharmacological mechanism of action as well as clinical studies, seeking

registration as herbal medicine in Brazil. Also, is important valorize the importance of



this study of university-industry partnership / Pharmaceutical Industry, which made work
something concretely applied to social and economic needs of the region.

Key words: Matricaria recutita, Foeniculum vulgare, Gentiana lutea, preclinical
toxicity, gastrointestinais disorders.
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1 INTRODUCAO
1.1 Desordens gastrintestinais

O trato gastrintestinal desenvolve atividades como digestdo, protecdo e
motilidade por meio da secre¢do de acido, enzimas, bicarbonato e muco, como também
0 controle na absor¢do de agua, eletrdlitos e nutriente, reguladas pelo sistema nervoso
simpatico, parassimpatico e entérico, mediadores paracrinos autocrinos e enddcrinos. O
sistema nervoso autbnomo parassimpatico atua por meio da liberacdo de acetilconlina, o
simpatico por meio da noradrenalina, e o sistema nervoso entérico libera neuropeptideos
que controlam a liberacao de secrecdo e a motilidade gastrintestinal. Um fator importante
para a defesa gastrintestinal € a motilidade. O trato gastrintestinal (TGI) apresenta uma
camada muscular lisa composta de fibras dispostas de forma longitudinal e circular,
responsaveis pelas contragdes e peristalse para promover a mistura dos alimentos com as
secrecBes e propulsdo ao longo do trato gastrintestinal, respectivamente (FALCAO,
2011). As células da musculatura lisa se contraem lentamente no repouso por meio de
potenciais de acdo intensos e normalmente desenvolvem o ténus. O tdnus € importante
para a atividade dos esfincteres distribuidos ao longo do trato gastrintestinal. Dentre 0s
esfincteres, podemos citar o esofagico superior (controla a entrada do bolo alimentar no
estdmago), o pilorico (responsavel pelo esvaziamento gastrico), o ileo-cecal (que regula
a passagem do quimo para o c6lon) e o anal interno ( controla a defecacdo) (KOEPPEN ;
STANTON, 2009).

Para que o0s processos de contracdo sejam evidenciados durante o
desenvolvimento de atividades digestorias é necessaria a ocorréncia de estimulos que
gerem potenciais de acdo ao repouso e normalmente sdo reguladas pelas fibras nervosas
extrinseca e intrinseca que atuam localmente ou de forma reflexiva, enterohorménios e
mediadores locais do trato gastrintestinal. Entre eles, podem ser citados os estimuladores
do processo contratil, como a acetilcolina, substancia P, serotonina e inibidores como a
noradrenalina, colecistocinina, NO, prostaglandinas, dopamina e polipeptideo intestinal
vasoativo (KOEPPEN; STANTON, 2009, MATSUDA; DANTAS, 2008).

As desordens gastrintestinais funcionais (DGIFs) sdo exemplos tipicos de
como o sistema digestivo desempenha um papel crucial na vida normal dos seres humanos
(FUKUDO, 2012).

Os multiplos sintomas associados a DGIFs exercem consideravel impacto

sobre a qualidade de vida dos pacientes (TALLEY et al., 2001) e a sua patogénese €
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multifatorial, onde fatores genéticos e ambientais contribuem para as alteracbes na
motilidade gastrintestinal e na percepgdo visceral, no crescimento bacteriano e nas
alteracdes da regulacdo das conexdes do sistema nervoso central (DROSSMAN, 2005).
Dentre os distarbios mais comuns, recebem destaque na préatica clinica a dispepsia
funcional, um problema atual e comum, caracterizada por sintomas relacionados ao
aparelho digestorio alto, caracterizada por epigastralgia, saciedade precoce, azia,
regurgitacdo, eructacdo e aerofagia, nauseas, vomitos e desconforto abdominal, sintomas
que podem representar um problema organico, quando existe alteracdo morfologica
caracterizada, ou ser funcional, na auséncia de lesdes estruturais. Dentre as causas
orgénicas mais comuns, é possivel citar a doencga do refluxo gastroesofagico, Ulceras
gastricas, gastrite e cancer gastrico (TALLEY et al., 1999; SILVA, 2008).

Essas desordens estdo associadas com disfuncdes motora e sensoriais do
intestino. Além disso, estes distlirbios parecem estar suscetiveis a exacerbacdo de
sintomas induzido pelo estresse, o que levou alguns estudiosos a conclusédo de que as
DGIFs sdo manifestacdes psicossomaticas. Tornou-se claro, no entanto, que as desordens
ndo sdo puramente de cunho psicologico, por exemplo, pacientes com as desordens
gastrintestinais funcionais apresentam um aumento de sintomas psicologicos, 0 que ndo
é visto em pacientes que ndo apresentam os sintomas funcionais (DROSMMAN;
McKEE; SANDLER, 1988). Existe uma teoria de que os distirbios gastrintestinais sdo
causados por alteracdes nas funcBes intestinais, ja que controle do érgdo ocorre tanto
através da via intrinseca do sistema nervoso do intestino e centralmente pela medula
espinhal, tronco cerebral e cortex, onde alteracdes pode produzir ou exacerbar os sintomas
(Figura 1), gerando as chamadas disfungdes do “eixo cérebro-intestino”, a causa mais

comum das DGIFs.
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Figura 1 - Esquema do eixo “cérebro-intestino”

Nervo vago

Via aferente
espinhal
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Fonte: HOWARD; MERTZ (2003), adaptado.

A figura mostra um esquema do eixo cérebro-intestino. O controle motor do
intestino ¢ mediado pelo sistema nervoso entérico (S.N.E.), modulado pela via
parassimpatica (nervo vago) e pelos nervos simpaticos (linhas pontilhadas). O estimulo é
levado através dos nervos aferentes espinhais para a parte dorsal da medula espinhal
(linha cheia). O sistema limbico e outros centros de dor também sdo estimulados. O stress
afeta o sistema limbico e cognitivo no cérebro, que pode modificar a sensibilidade a dor
e gerar influéncia simpaética e parassimpatica no sistema nervoso entérico.

Para o diagnostico da dispepsia, sugere-se que sejam considerados somente
0s sintomas de dor epigastrica (sensagédo subjetiva e desagradavel quando esta havendo
lesdo tecidual na regido epigastrica), pirose epigastrica (sensacdo de queimacdo na
regido), planitude pos-prandial (sensacdo de que o alimento permanece muito tempo no
estdbmago) e a saciedade precoce (sensacdo de que o estdmago fica cheio logo depois do

inicio da refeicdo, desproporcional ao volume ingerido, sem ocorrer o término da
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refeicdo). Estes sintomas parecem ter um significado fisiopatologico mais especifico para
a dispepsia, os tornando assim referéncia para o diagnostico (SILVA, 2008).
Para critérios de diagnostico, existem diferentes tipos de dispepsia que séo

classificadas dessa forma:

Dispepsia funcional: os sintomas ndo estdo relacionados a doengas organicas e 0s
achados de endoscopia sd0 normais ou menores;

Dispespia organica: os sintomas dispépticos estao relacionados a uma doenca organica,
como a Ulcera péptica, e;

Dispepsia ndo diagnosticada: quando os sintomas ainda néo foram diagnosticados.

A prevaléncia da sindrme dispéptica € em torno de 40% na popula¢do em
geral, porém somente um quarto dos pacientes procura auxilio médico ao apresentar o0s
sintomas. No Brasil, um estudo mostrou uma prevaléncia de 44% e nos Estados Unidos,
a mais frequenta causa de dispepsia € a dispespia funcional, que atinge em torno de 31%
da populacédo (SILVA, 2008).

O tratamento da dispepsia € feito atraves do uso de agentes anti-secretorios,
principalmente para os casos com sintomas de Ulcera péptica, e agentes pré-cinéticos,
para pacientes com alteracdes na motilidade gastrintestinal, assim como também pode ser
uma combinacdo dos dois grupos de medicamentos para alivio dos sintomas
(TRONCON, 2001).

O desenvolvimento de novas drogas e a caracterizacdo da patogenia da
dispepsia trazem novas perspectivas para o tratamento farmacol6gico de pacientes
acometidos por essa sindrome. Atualmente, as terapias existentes para o tratamento dos
maultiplos sintomas das DGIFs apresentam potencial terapéutico restrito e novos agentes,
que possam melhorar os sintomas globais da Sindrome do Intestino Irritavel (SIl1), ainda
sdo pesquisados (TACK et al., 2006a e 2006b). Uma grande variedade de tratamentos
podem ser utilizados no manejo das DGIFs incluindo, erradicacdo do H. pylori,
antiacidos, protetores da mucosa, agentes antisecretorios, pro-cinéticos, antidepressivos
e analgésicos viscerais. Dentre as opc¢Oes terapéuticas para 0s pacientes com desordens
gastrintestinais funcionais temos o uso de fitoterapéuticos, que podem vir a serem

utilizados como alternativa terapéutica dentre os farmacos utilizados atualmente.
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Varios estudos mostram o papel das plantas medicinais no tratamento das
patologias do TGI. A primeira droga efetivamente usada contra problemas gastricos, a
carbenoloxona, foi descoberta através de pesquisas com a Glycyrrhiza glabra (alcaguz)
(BROWN et al., 1959). O extrato das folhas e frutos de Sapindus saponaria L. apresentou
atividade antiulcerogénica e antisecretoria gastrica, diminuindo a concentracéo de acido
cloridrico e do pH gastrico, atividade gastroprotetora do guarana (Paulinia cupana Mart),
da resina bruta e da mistura de o e f-amirina isoladas de Protium heptaphyllum, do extrato
seco de Matricaria recutita e do alfa-bisabolol, acdo protetora do 6leo de copaiba
(Copaifera Langsdorff) em modelo de colite, acdo protetora gastrica do acido centipédico
presente na macela (E. viscosa) (CAMPOS et al., 2003, PAIVA et al., 2004; MEYER et
al., 2002; BEZERRA et al., 2009; GUEDES, 2010).

Diante do exposto, as plantas medicinais, incluindo produtos derivados e
constituintes quimicos, surgem como uma fonte em potencial para a farmacoterapia das
DGIFs, como diarreia, gastrite, dor, entre outros, visando vantagens terapéuticas em
relacdo a terapia utilizada atualmente.

1.2 Nocicepcao e dor visceral.

A terminologia sobre dor considerada a mais Util e portanto mais apropriada
foi idealizada em 2008 pelo conselho da IASP (Associacdo Internacional para o Estudo
da Dor) que diz: a dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada
a uma leséo tecidual, real ou potencial, ou descrita em tais termos de lesdo (IASP, 2008;
PEREIRA, 2011).

A percepcdo corporal da dor é denominada nocicepcao, termo utilizado para
descrever o processo neural de codificacdo e processamento de estimulos nervosos, sendo
descrito como um processo pelo qual estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos nocivos
sdo detectados pelos nociceptores, um conjunto de fibras nervosas periféricas (PEREIRA,
2011). Sendo assim, a dor pode ser considerada como um processo perceptivo, cujo
conceito de nocicepcéo € utilizado para definir a resposta normal a estimulos lesivos ou
potencialmente lesivos ao organismo (DRUMMOND, 2000).

A dor é um dos principais motivos de procura de atendimento médico,
manifestando-se em torno de 70% dos pacientes do Brasil e é a principal causa de

incapacitacdo para o trabalho, motivo que gera manifestacGes psicossociais e econdmicas.
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Devido a dor, cerca de 50 a 60% dos doentes se tornam parcial ou totalmente
incapacitados, transitoria ou permanentemente (MAIA, 2006; ARAUJO, 2007).

Esta patologia pode ser classificada de diversas maneiras, dependendo do
enfoque a qual ela vai ser analisada. A dor pode ser transitoria (relacionada ao tempo de
permanéncia da dor no organismo e os receptores sao ativados mesmo sem dano tecidual),
aguda (resposta normal causada pelo dano tecidual, com ativacdo de receptores, onde a
dor pode ser revertida antes da total restauragdo fisioldgica do local afetado) e cronica
(onde a lesdo ou a patologia gera a dor e supera a capacidade do organismo em restaurar
o tecido afetado (ARAUJO, 2007). Na sua classificacao fisiopatoldgica, pode ser dividida
em nociceptiva, neuropatica ou neurogénica, explicadas dessa forma: a dor nociceptiva é
originada pela estimulacdo excessiva dos nociceptores localizados na pele, visceras e
outros 6rgaos; a dor neuropatica é devida a uma lesdo ou disfuncdo do SNC ou SNP, que
pode persistir por muito tempo apos o evento causador, podendo ser periodica, temporaria
ou crobnica, podendo estar ou ndo associada a lesdo detectavel. Possui varias formas de
manifestacdo, com sensacdo de peso, queimacao, agulhadas, choques, acompanhado ou
ndo de formigamento ou adormecimento de uma determinada parte do corpo. Ja a dor
neurogénica € identificada por diagnostico de exclusdo, ocorrendo de forma mais rara.
Pode ser considerada uma dor virtual, ja que mesmo patologias puramente psiquiatricas
sdo manifestacBes de alteracbes organicas, mesmo que somente bioquimicas (MAIA,
2006).

A dor nociceptiva é uma dor que pode surgir em todos os individuos normais,
por conta de estimulos que produzem lesdes ou danos nos 6rgaos viscerais ou somaticos.
E resultado da ativag&o de nociceptores em tecidos cutaneos e profundos, que podem estar
em um estado normal ou sensibilizado e os principais fatores que estimulam as fibras
nociceptivas viscerais sao: estiramento na parede muscular das visceras ocas; processo
inflamatorio; isquemia e neoplasias. Comeca simultaneamente ao inicio da atividade da
causa, que pode ser usualmente identificado (MAIA, 2006; KRAYCHETE;
GUIMARAES, 2003).

A dor nociceptiva somatica é descrita frequentemente como uma sensagdo
dolorosa aguda e localizada. Pode estar associada a contratura muscular e pode aumentar
com o movimento, aliviada pelo repouso e variavel conforme a leséo. Dores dsseas, pos-
operatorias, musculo-esqueléticas, e dores artriticas sdo exemplos de dores somaticas. A
dor nociceptiva visceral ocorre quando a sensagdo de dor provém das visceras. E causada

por alteragdes internas dos 6rgdos ocos e visceras, como estdbmago, rins, bexiga, vesicula
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biliar e intestinos. Os principais fatores que estimulam as fibras nociceptivas viscerais
sdo: estiramento ou tensdo na parede vascular das visceras, processo inflamatério de
origem infecciosa ou quimica, isquemia e neoplasias, sendo considerada uma das formas
de dor mais comum, resultando na procura pelo cuidado médico. Entretanto, a dor visceral
é pouco estudada quando comparada a dor somatica, mas, com o desenvolvimento e
melhora da tecnologia para a detec¢do e mensuracdo da dor, esse quadro passou a ser
modificado (MAIA, 2006).

A dor € a consequéncia perceptiva no fim do processamento neural de
determinada informacao sensorial. Em geral, o estimulo surge na periferia e é transferido
através de transmissores sensoriais do sistema nervoso central até o cortex. Esse sistema
pode ser convenientemente analisado em relacdo aos locais de acdo onde os farmacos
analgésicos atuam. Primeiro, a transducdo de estimulos nocivos externos e intensos
despolarizam as terminacdes nervosas periféricas de neurénios sensoriais primarios de
“alto limiar”, os nociceptores, uma vez que necessitam de um forte estimulo capaz de
lesionar potencialmente o tecido para despolarizacdo de suas terminagdes nervosas. Os
potenciais de acdo resultantes sdo conduzidos até o SNC pelos axénios dos neurbénios
sensoriais aferentes primarios, seguindo o seu trajeto inicialmente nos nervos periféricos
e, a seguir, nas raizes dorsais que, fazem sinapse em neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal. Os neur6nios de projecdo secundarios transmitem a informagdo ao tronco
encefalico e ao tdlamo que, a seguir, transmitem sinais ao cortex, hipotalamo e sistema
limbico. A transmissdo € modulada em todos os niveis do sistema nervoso por

interneurdnios inibitorios e excitatorios remotos e de circuito local (GOLAN et al., 2009).
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Figura 2 - Visdo geral do circuito nociceptivo e local de acdo das

principais classes de farmacos analgésicos
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Fonte: GOLAN et al (2009).

O entendimento dos mecanismos de transmissdo da dor tem levado ao
desenvolvimento da descoberta de novos compostos utilizados no tratamento da dor. O
processo nociceptivo envolve diversos receptores, enzimas e vias de sinalizagdo. A
identificacdo de novas classes de compostos naturais pode levar ao avanco do
entendimento desses mecanismos farmacol6gicos, ja que a descoberta desses novos
compostos com seus perfis farmacoldgicos, fazem com que eles sejam a promessa no
futuro no tratamento de dor (McCURDY, SCULLY, 2005).

Existe uma grande quantidade de mediadores periféricos (bradicinina,
citocinas, prostaglandinas, 5-HT, ATP, protons H*) que agem diretamente nos receptores

nociceptivos gastrintestinais e iniciam a transmissdo dolorosa. Na sensibilizacdo
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periférica ocorre reducédo do limiar a despolarizagcdo neuronal e aumento do nimero ou
da amplitude de descarga neuronal, em resposta a certos estimulos quimicos ou mecanicos
(BUENO; FIORAMONT; GARCIA-VILLAR, 2000; CERVEJO, 2000).

Mesmo ndo se conhecendo totalmente o mecanismo de sensibilizacédo
visceral, acredita-se que alguns mediadores como a substancia P, peptidio relacionado ao
gene da calcitonina, aspartato, glutamato, neurocininas, somatostatina e peptidio
intestinal vasoativo estejam envolvidos no desenvolvimento e manutengdo da
sensibilizacdo central induzida pela inflamacdo A acdo desses neuromediadores em
receptores especificos ativa segundos mensageiros para a abertura de canais de calcio e
entrada dessas substancias para o interior das membranas celulares. Entdo ocorre a
producdo de outros mediadores, como NO e metabdlitos do &cido araquidénico, que
provavelmente alteram a transmissdo do potencial de acdo e estrutura dos nervos e
sinapses, e causam sensibilizacdo medular e fendmeno de wind up (aumento da duragéo
da resposta de certos neurdnios) (KRAYCHETE; GUIMARAES, 2003).

O atual tratamento farmacoldgico da dor é composto, basicamente, por
analgeésicos opioides e os antiinflamatorios ndo-esteroidais (AINES). Entretanto, o uso
desses dois grupos de medicamentos estd relacionado com o aparecimento de muitos
efeitos adversos, como 0 aumento de riscos de eventos cardiacos (inibidores seletivos da
COX-2), surgimento de tolerdncia ou hipersensibilidade (morfina e outros analgésicos
opidides), sedacdo, reducdo de atividades fisicas, depressdo respiratoria, constipacao,
entre outros. Por esses motivos, ha uma significativa diminuicdo da qualidade de vida dos
individuos acometidos pela dor (SANTOS, 2011).

A dor visceral é a forma mais comum de dor em que o0s pacientes buscam
auxilio médico. Mesmo com o0s avancos do conhecimento sobre os mecanismos da dor
visceral e da hiperalgesia visceral, nenhum tratamento efetivo da dor abdominal foi
descoberto. Um modelo alternativo de dor visceral em camundongos utiliza a instilacéo
por via intracol6nica de algumas substancias algogénicas, como 6leo de mostarda,
capsaicina, ou formalina, que produz comportamentos relacionados a dor visceral, como
lamber e cogar 0 abddémen, arraste contra o solo e retragdes abdominais que podem ser
numeradas e avaliadas (LEITE, 2011).

A utilizagdo de produtos naturais para terapias de alivio da dor s&o bem
reconhecidas desde os tempos remotos. Por exemplo, 0 uso do 6pio extraido das flores de
papoula (Papaver somniferum L.), que até hoje tem em seus compostos varias substancias

importantes para o alivio da dor. Também podemos citar o acido acetilsalicilico, derivado
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do acido salicilico extraido da casca do salgueiro (Salix alba L.), que é um dos principais
produtos utilizados no tratamento da dor inflamatéria (ALVEZ, 2009). O extrato
etandlico do tronco de Amburana cearensis demonstrou efeito analgésico devido a
presenca de flavonoides e cumarinas e seu mecanismo parece estar relacionado com a
interacdo dos metabolitos do acido araquidénico e biossintese de prostaglandinas (LEAL
etal., 2000; OLIVEIRA et al., 2009). O alfa-bisabolol, um sesquiterpeno presente no 6leo
essencial da camomila (Matricaria recutita) foi capaz de reduzir os comportamentos
relacionados a dor em animais submetidos a exposicdo de substancias algogénicas, como
a capsaicina, 6leo de mostarda, formalina e acido acético (LEITE et al., 2012).

Nas ultimas décadas, mais substancias analgesicas foram purificadas a partir
de produtos naturais, resultando em novas classes e mecanismos de agdo de drogas
analgésicas. As plantas e outros produtos naturais descritos a partir de dados
etnobotanicos e etnofarmacoldgicos tem se tornado o alvo na descoberta de novas drogas
(McCURDY, SCULLY, 2005).

Dessa forma, a investigacdo se o fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho é
capaz de reduzir esses comportamentos de dor € um fator importante para sua validagédo
como um medicamento para ser utilizado nas desordens gastrintestinais, gerando
conhecimento sobre sua seguranca e eficacia para garantir o uso seguro do fitoterapico
pela populagéo.

1.3 Plantas medicinais como fonte de substancias biologicamente ativas

O emprego de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao
de doencas é umas das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), na década de 90, cerca de 65-70%
da populagdo mundial quem viviam em paises em desenvolvimento dependiam
essencialmente das plantas medicinais para seus cuidados primarios de satde (VEIGAS-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Ja no inicio dos anos 2000, 80% da populacéo
mundial utilizava medicamentos derivados de plantas (BHATTARAM et al., 2002).
Apesar da evolucdo da medicina alopatica, existem alguns obstaculos na sua utilizagéo
pela populagéo carente, desde 0 acesso aos centros de atendimento quanto a obtencdo de
medicamentos e exames. Somando isso a facilidade de obtencgéo e tradigdo de uso de
plantas medicinais, hd uma contribui¢do de utilizacdo pelas populag¢fes dos paises em
desenvolvimento (VEIGAS-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
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Muitos paises da Europa utilizam amplamente plantas medicinais, onde a
Alemanha e a Franca detém a maior parte das vendas desses tipos de produtos em toda a
Unido Europeia (VEIGAS- JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

O Brasil, com cerca de 10% de toda a flora mundial, ainda € um pais com
menos de 1% das espeécies vegetais estudadas do ponto de vista farmacologico e quando
nos referimos a medicamentos fitoterapicos o nimero de estudos conclusivos (seguranca
e eficécia pré-clinica e clinica) sdo ainda menores (CUNHA, 2005; TRENTINI, 1997).
Aqui, as plantas medicinais sdo consumidas com pouca ou henhuma comprovacao de sua
atividade farmacologica, com o uso propagado por usuarios e comerciantes (VEIGAS-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). A seguranca e a eficacia dos fitoterapicos dependem
de diversos fatores, como por exemplo, a qualidade do produto comercializado. Segundo
Farias (2001), a eficacia € dada pela comprovacdo, por meio de ensaios farmacoldgicos
pré-clinicos e clinicos, os efeitos bioldgicos preconizados por este recurso terapéutico, e
a seguranca é determinada pelos ensaios que comprovem a auséncia de efeitos toxicos.

Mesmo com o desenvolvimento de farmacos sintéticos, o uso de plantas
medicinais como alternativa para o tratamento de diversas doencgas permanece, sendo
observado nas Ultimas décadas o aumento de preparacdes a base de plantas para fins
terapéuticos (BADKE et al., 2012).

A OMS constatou que praticas ndo convencionais de salde, tais como
acupuntura, fitoterapia e técnicas manuais estdo em desenvolvimento, ganhando espaco
de modo complementar as terapias medicamentosas alopaticas. Para grande parte da
populacdo o uso de plantas medicinais é visto como uma integrativa historica a utilizagdo
de medicamentos sintéticos, visto que os Ultimos sdo considerados mais caros e agressivos
ao organismo. A disseminacdo do uso de plantas medicinais, assim como a
automedicacdo deve-se principalmente ao baixo custo e facil acesso a grande parcela da
populagéo (WHO, 2008).

A legitimagdo de abordagens de atengdo a saude da medicina tradicional no
Brasil teve inicio da década de 80, ap0s a criagdo do SUS. Em 2006, foi criado a Politica
Nacional de Préticas Integrativas (PNPIC), cujo objetivo é ampliar as opgOes terapéuticas
aos usuarios do Sistema Unico de Salude, como as plantas medicinais, com garantia de
acesso aos fitoterapicos e servicos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e
qualidade. Justamente a essa proposta, 0 Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, de 2007, visa “garantir a populacdo brasileira o acesso seguro € o uso

racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
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biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional” (BADKE
et al., 2012). Em fevereiro de 2009, o Ministério da Saude divulgou a Relagdo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), no qual estdo presentes 71
espécies vegetais usadas através do conhecimento etnofarmacolédgico e confirmadas
cientificamente (BADKE et al., 2012; BRASIL, MS, 2009).

Como produto de uma série de sugestdes apresentadas por varios segmentos
da sociedade, foi estabelecida uma legislacéo para a area de fitoterdpicos (Portaria 6/SVS
de 31//1995), que definiu fitoterapico como um medicamento com componentes ativos
exclusivamente de origem vegetal, e que deve apresentar comprovacdo de seguranca,
eficacia e qualidade. Também determinou prazos para a realizacao de estudos de eficacia
e seguranca para os produtos j& existentes no mercado, estabelecendo bases para uma
maior aceitacdo desses produtos. Essa legislacdo foi reformulada, mantendo suas
caracteristicas essenciais, sendo colocada em vigor a Resolu¢do RDC n° 14 de
31/03/2010. Também foi estabelecida no Ministério da Saude e depois na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), uma divisdo especifica para medicamentos
fitoterapicos, medida favoravel para assegurar a melhoria da qualidade dos produtos
fitoterapicos no mercado brasileiro (SIMOES E SCHENKEL, 2002; BRASIL, 2010.).

Frequentemente, as plantas medicinais sdo apresentadas como fontes
principais ouo modelos para a origem de novos farmacos. E sabido que inimeras
substancias bioativas, utilizadas atualmente, sdo derivadas de plantas. A vantagem do uso
dessas espécies vegetais como ponto de partida para a busca de novas substancias
terapéuticas é o fato de que a identificacdo dessas plantas com um potencial de uso nao
se basear em seu mecanismo de acdo. Além de aumentar as chances de descobrir novos
mecanismos, a pesquisa com plantas também pode reduzir a ocorréncia de farmacos “me
too”, que sdo considerados supostamente como uma novidade farmacologica, entretanto,
sdo modificagdes em estruturas ja conhecidas e que atuam pelas mesmas vias que 0s
farmacos de origem (FAUSTINO et al., 2010).

Na area farmacéutica, as plantas e extratos vegetais foram e continuam sendo
de grande relevancia, tendo em vista a sua utilizagdo como modelo para o
desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas farmacéuticas, tanto para
a obtencao de farmacos ou como para a obtencao de adjuvantes farmacéuticos (produtos
utilizados na producdo de medicamentos) ou, ainda, de medicamentos elaborados
exclusivamente a base de extratos vegetais: os fitoterapicos (SCHENKEL et al., 2001).

Na industria, é notavel o surgimento de interesse em produtos naturais como fonte de
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modelos de novos farmacos ou mesmo como matéria-prima de fitoterapicos (SIMOES E
SCHENKEL, 2002).

Na historia do desenvolvimento de medicamentos, mais especificamente dos
preparados a partir de plantas medicinais, podemos citar a “pilula de Mattos” ou mais
popularmente conhecida como “pilula do mato”, desenvolvidas pelo médico cearense
Francisco José de Matos. Este medicamento foi registrado em 1888 na Inspetoria Federal
de Salde, 6rgdo precursor da atual ANVISA, utilizado como purgativo. Foi por muitos
anos o fitoterapico de maior preferéncia no meio rural do Norte e Nordeste do Brasil,
composto pelas espécies Luffa operculata e Convolvulus operculata, vulgarmente
conhecidas como cabacinha e batata-de-purga, respectivamente (MENON-MIYAKE et
al., 2005; MEDEIRQS, 2011).

Outro exemplo que podemos citar, a Aguardente Alema®, presente no
mercado nacional ha mais de 60 anos, € um fitoterapico inscrito na 12 edicdo da
Farmacopéia Brasileira, composto pelos extratos da jalapa (Operculina macrocarpa,
Exogonium purga, Ipomoea jalapa, Ipomoea purga, Ipomoea scheldana, Convolvulus
jalapa, Convolvulos purga) e Escamonio (Convolvulos scammonea) indicada no
tratamento de constipacdo intestinal e utilizada para outras diversas patologias, como
problemas circulatérios (FONTELES et al., 2008; CUNHA, 2009).

Outro fitoterapico reconhecido por suas propriedades medicinais é a Agua
Inglesa®, solucdo oral composta pelas tinturas de quina amarela ( Cinchona calisaya
Wedd-Rubiaceae), calumba ( Jateorhiza palmata-Menispermaceae), losna (Artemisium
absinthium —Asteraceae), camomila ( Matricaria recutita- Asteraceae), carqueja amarga
( Baccharis trimera — Asteraceae), centaurea menor ( Centaurium erythreae Rafn —
Gentianaceae), canela da China ( Cinnamonum cassia Blume — Lauraceae), utilizada para
problemas digestivos e estimulantes do apetite, devidos aos principios ativos amargos
presentes nas plantas utilizadas no preparo do medicamento (AMARAL, 2014).

O fitoterapico Sanativo®, composto pela associacdo de extratos
hidroalcoolicos de angico (Piptadenia colunbrina Benth), aroeira (Schinus
terebinthifolius, Raddi), camapu (Physalis angulata, Linné) e mandacaru (Cereus
peruvianus, Miller) é um produto tradicional, produzido desde 1888 pela empresa Laperli
(Laboratorio Pernambucano Ltda) e devido as propriedades medicinais dessas espécies
vegetais, € utilizada no tratamento de feridas, queimaduras, inflamacdes de garganta e de
tecidos epiteliais lesionados (LIMA, 2006).

Nesse contexto, podemos citar também o fitoterapico Gotas Artur de
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Carvalho®, um produto composto pelas tinturas de Matricaria recutita (camomila),
Gentiana lutea (genciana) e Foeniculum vulgare (funcho), produzido pelo Laboratério
Ravick Ltda, que possui como indica¢do o uso como anti-espasmaodico e estomaquico.
Apesar de estar no mercado a mais de 70 anos, ndo possui ainda estudos cientificos que
comprovem a sua qualidade, estabilidade, seguranca e eficacia terapéutica, o que nos leva

ao objetivo principal do trabalho, a comprovacao de uso e seguran¢a do medicamento.
1.4 Fitoterapico Gotas Artur de Carvalho®

De acordo com as informagdes obtidas na bula do produto cedido pelo
Laboratorio Ravick, vemos que originalmente, fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho
(solucdo oral, apresentado em um frasco conta-gotas com 30 mL) possuia em sua

formulacdo inicial as seguintes tinturas como seus componentes, descritos abaixo:

Tabela 1 - Composic¢do do fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho

COMPOSICAO Quantidades
Tintura de Matricaria recutita 0,35 mL
Tintura de Gentiana lutea 0,20 mL
Tintura de Foeniculum vulgare 0,15 mL
Tintura de Jateorhiza palmata. 0,15 mL
Veiculo* g.s.p 1,00 mL

* solugéo aquosa a 50% etanol.

Anteriormente, a formula das Gotas Artur de Carvalho® possuia também a
tintura de Strychnos nux vémica, que foi excluida ap6s amplo levantamento bibliogréfico
em literatura especializada (MCKAY et al., 2006; CUNHA et al., 2003; MS/ANVISA -
RDC N°89, 2004; ALEXANDROVICH et al., 2003; LORENZI e MATOS, 2002;
EVANS, 1996; BLUMENTHAL, 1998; SCHRIPSEMA et al.,, 1999). No passado,
extratos de Strychnos nux vomica (noz-vémica) foram utilizados para diversos disturbios,
incluindo os gastrointestinais e debilidade fisica (HOEHNE, 1939). Contudo, atualmente
0 uso terapéutico de noz-vdmica, ndo € justificavel devido aos seus riscos e seu interesse

reside na obtencdo da estricnina (alcaldide inddlico) utilizada em estudos de laboratério
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da excitabilidade muscular e para o ensaio biolodgico de anticonvulsivantes e relaxantes
musculares de agéo central (SCHRIPSEMA et al., 1999; EVANS, 1996).

Posteriormente, também ocorreu a alteracdo do fitoterdpico através da
exclusdo da tintura de Jateorhiza palmata, em funcdo da auséncia de dados cientificos
que justifiquem o seu uso como matéria-prima ativa. Assim, a nova formula das Gotas
Arthur de Carvalho, submetida aos estudos desse trabalho possui como matérias-primas
ativas as tinturas de camomila (50 %), funcho (25 %) e genciana (25 %).

O fitoterapico é produzido pelo Laboratdrio Ravick, localizado na cidade de
Fortaleza, Ce, desde 1941, e possui como principais indicacGes de uso nas desordens
gastrintestinais, como antiespasmodico, estomaquico, tratamento de enterocolites,
dispepsia, dores estomacais e aerofagia. Atualmente, o produto estd registrado no
Ministério da Sadde (N° 1.0913.0003.001-4), entretanto, com a legislacdo atual de
registro de fitoterapicos (RDC 26/ 2014), que exige estudos que comprovem a seguranca
e eficécia do fitoterapico, o produto estd com a produgdo e comercializacdo suspensas.

O presente trabalho tem como principal objetivo validar o uso do fitoterapico
Gotas Arthur de Carvalho® nas desordens gastrintestinais, determinando a seguranca e
eficacia do produto padronizado, para atender as exigéncias da ANVISA e assim,
contribuir para a renovacgéo de registro do produto.

Alguns parametros do fitoterapico em estudo j& foram desenvolvidos e
analisados pelo nosso grupo, no Centro de Estudos Farmacéuticos e Cosméticos
(CEFAC), onde Leal (2003) realizou a padronizacdo do produto por CLAE-DAD, com
identificacdo e quantificacdo dos marcadores/principios ativos (apigenina 7-glicosideo,
gentiopicrosideo e anetol para as tinturas de camomila, genciana e funcho,
respectivamente). Silveira (2011) avaliou a estabilidade fisico-quimica do produto
farmacéutico, além de demonstrar que as GAC possuem efeito antiespasmaodico e
miorelaxante em intestino de rato, corroborando com a indicagdo de uso deste produto.

Mesmo com a determinacdo da atividade miorelaxante e antiespasmodica, séo
necessarios outros estudos para investigacdo mais completa sobre o uso das Gotas Arthur
de Carvalho em desordens gastrintestinais, além da avaliacdo de um possivel efeito toxico
pelo uso do fitoterapico, colaborando assim com dados que sdo necessarios para a

continuacéo sua da producéo e comercializagéo.
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Figura 3 - Anuncio de propaganda das Gotas Arthur de

Carvalho® e embalagem original.
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Fonte: http://www.ceara.pro.br

1.4.1. Levantamento bibliogréafico das espécies vegetais que compdem o
fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho®

1.4.1.1.Matricaria recutita — Asteraceae

A camomila, planta da familia Asteraceae, € uma das plantas medicinais mais
utilizadas e bem documentadas, citadas em documentos oficiais de 26 paises, como as
farmacopeias alemd, americana e brasileira, entre outras. (LUCCA et al., 2010;
BLUMENTHAL, 1998; SALAMON, 1992). Diversas espécies vegetais de uso medicinal
sdo conhecidas como camomila, entretanto, a camomila verdadeira é definida como as
inflorescéncias de Matricaria recutita Linn, (sin.: Chamomilla recutita L. e Matricaria
chamomilla L.) e comumente conhecida como camomila-alema, camomila-verdadeira,
macanilha, camomila-comum, camomila-vulgar e camomila dos alemées (SIQUEIRA,
2011; BORSATO, 2006). Sua utilizacdo € encontrada em registros da antiguidade,
mencionada em trabalhos renascentistas e reconhecida pelos romanos a partir do século
XVI.

A camomila é uma planta herbacea, anual, aromatica, nativa dos campos da
Europa e aclimatada em algumas regides da Asia e de paises latino-americanos, inclusive
na regido sul do Brasil, atualmente pode ser encontrada em todos os continentes, sendo
amplamente utilizada para fins medicinais, cosméticos e alimenticios, sendo uma das
plantas mais cultivada no mundo (BORSATO, 2006; LORENZI e MATQS, 2002).


http://www.ceara.pro.br/
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Figura 4 - Matricaria chamomilla L.

Fonte: BEIER; EHLERT (2014)

Tradicionalmente, a camomila é usada como tdnico amargo, digestivo,
sedativo, para facilitar a eliminacdo de gases, combater colicas e estimular o apetite
(SIMOES et al., 1998; VIOLA et al., 1995). A parte da planta utilizada para fins
terapéuticos sdo os capitulos florais, de onde é obtido o 6leo essencial, caracterizado pela
cor azul, onde seus principais componentes sao: alfa-bisabolol, camazuleno, éxidos de
bisabolol, espatulenol, matricina e outras substancias de reconhecida atividade
terapéutica (BEZERRA, 2009; TOMIC et al., 2013; BLUMENTHAL et al., 2000;
LORENZI e MATOS, 2002; TIRILLINI et al., 2003). Tanto a infusdo como o 6leo
essencial das flores da camomila contém agentes corantes e flavorizantes, utilizado na
producdo de alimentos, bebidas e também na &area de cosméticos, como perfumes
(MCKAY; BLUMBERG, 2006).

Devido a presenga de componentes bioativos (sesquiterpenos, flavonodides,
cumarinas e poliacetilenos) € uma planta de grande interesse por possuir propriedades
farmacoldgicas conhecidas (AMARAL, 2011).
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Figura 5 - Estrutura quimica dos principais componentes do o6leo

essencial da camomila
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Fonte: BORSATO (2006)

Estudos pre-clinicos (MILLER et al., 1996; KOBAYASHI et al., 2005;
MCKAY; BLUMBERG, 2006) demonstraram a atividade anti-inflamatdria potente da
camomila, além das atividades antimutagénica, hipocolesterolémica, antiprurido,
antiespasmaddica e ansiolitica. Estudo com o extrato padronizado de M. recutita,
Foeniculum vulgare e Melissa officinale (ColiMil®) mostrou que o produto reduziu a
motilidade intestinal em camundongos, sendo as espécies M. recutita e M. officinalle as
principais responsaveis por esse efeito (CAPASSO et al., 2007). Solucdo bucal de
camomila (Kamillosan®) é utilizada em varios paises para tratamento de mucosites
bucais induzidas por quimioterapicos (BRAGA, 2011; BLUMENTHAL, 2000; CARL,;
EMRICH, 1991). O fitoterapico STWS5 (Iberogast ®), que possui em sua composi¢ao o
extrato de camomila, é utilizado com sucesso em pacientes com dispepsia funcional

associada a dismotilidade, com relato de que esse efeito seja resultado da acao sinergica
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dos componentes sobre o musculo liso gastrico (ROSCH et al., 2002). Em modelos
animais foi demonstrado que em camundongos tratados com extrato de Matricaria
chamomilla tiveram uma reducéo significativa de dor induzida por cisplatina e o extrato
hidroalcoolico da planta foi capaz de reduzir a dor induzida por cisplatina e inflamacao
melhor do que a morfina (SCHRODER et al., 2013).

Diversos estudos sobre os efeitos gastrintestinais com o extrato da camomila
e o alfa-bisabolol, um sesquiterpeno encontrado no 6leo essencial da planta, foram
realizados e demonstraram uma potencial alternativa no tratamento dessas patologias, ja
que podemos relatar o efeito do extrato aquoso e do 6leo essencial da camomila no
relaxamento de espasmos gastrintestinais, reducdo de danos na mucosa gastrica em Ulcera
induzida por etanol pelo extrato de camomila e alfa-bisabolol, inibicdo de ulceras
gastricas induzidas por indometacina, estresse e alcool e protecdo gastrica em ulceras
induzidas por acido acetilsalicilico (McKAY; BLUMBERG, 2006; TORRADO et al.,
1995; BEZERRA et al.,2009). Abad et al. (2011) demonstraram que o0 extrato
hidroalcéolico de Matricaria chamomilla possui efeito analgésico no ensaio da formalina
em camundongos, cujo provavel mecanismo seria a inibicao da sintese de prostaglandinas
e decréscimo da inflamacdo induzida pela formalina. J& em estudos de Mahady et
al.(2005) mostraram que o extrato das flores da camomila tem MIC > 100 pg/mL frente
a culturas de Helicobacter pilory. A administracdo oral de alfa-bisabolol nas doses de 50
e 100 mg/kg foi capaz de prevenir o surgimento de lesdes ulcerosas na mucosa gastrica e
0 extrato seco das flores de camomila também demonstrou essa mesma atividade,
reduzindo em 78, 68 e 89% as lesdes nas doses de 100,200 e 400 mg/kg, respectivamente,
quando comparados com o grupo controle (BEZERRA, 2009).

Segundo IN N° 5, de 11 de dezembro de 2008 (ANVISA), a camomila € indicada
como antiespamadico e anti-inflamatorio topico, bem como para distarbios digestivos e
insdnia leve. A padronizacdo de produtos derivados (extrato e tintura) é realizada pela
determinacdo do teor de apigenina-7-glucosideo. A droga vegetal deve apresentar um teor
minimo de 6leo essencial azulado de 4 mL/kg e de apigenina -7-glucosideo no minimo
0,25 % (EUR. PHARM. 2004). A apigenina possui atividades antioxidante,
antiinflamatdria, antimutagénica, anticarcinogénica e relaxamento do musculo gastrico
(LIU et al., 2011; XU et al., 2011; SILVAN et al., 2011; GULLUCE et al., 2013). A
apigenina também apresentou atividade de inibicdo da proliferacdo e supressdo da
progressédo do ciclo celular em diversos tipos de cancer gastrintestinais (WALLE; WEN;
WALLE, 2007; WU et al., 2005; LEFORT & BAY, 2013).
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Segundo Di Carlo et al. (1993), a apigenina é capaz de reduzir o transito
intestinal e 0 acimulo de fluido intraluminal, além de possuir atividade antidiarréica em
ratos. Esses efeitos envolvem a atuacdo da apigenina em receptores o —adrenérgicos e
canais de célcio. Min et al (2005) avaliaram o efeito da apigenina e seu glucosideo sobre
o refluxo esofagico e a gastrite em ratos, e verificaram que o glucosideo foi mais potente
do que a apigenina e a droga de referéncia (omeprazol) em inibir o refluxo esofagico e a
gastrite, além de que apenas o glucosideo apresentou atividade antioxidante.
Considerando que as espécies reativas de oxigénio sdo um dos mediadores na geragdo do
refluxo esofagico, a combinacgdo dos efeitos antisecretdrio e antioxidante do glucosidio
da apigenina, o torna um instrumento terapéutico em potencial ideal na prevencao e no
tratamento dessa patologia cuja farmacoterapia adotada tem sido apenas o uso de
farmacos anti-secretorio.

Mesmo com o uso tradicional da camomila pelas suas propriedades anti-
inflamatdrias, o potencial do 6leo essencial da camomila de atenuar a dor e 0 edema, duas
manifestacdes clinicas importantes da inflamacéo, ndo foi totalmente elucidado. O alfa-
bisabolol apresenta atividade antinociceptiva em modelos de inflamagdo em
camundongos e diminui a hiperalgesia na inflamacéo (LEITE et al., 2011; ROCHA et al.,
2011).

Geralmente a camomila é segura para uso, entretanto, existem recomendag6es
para pacientes hipersensiveis utilizarem com cautela. E uma planta utilizada por mulheres
gravidas, como diurético e sedativo, entretanto, ndo existem estudos conclusivos sobre
sua seguranca, e 0 uso excessivo de camomila pode ser considerado um risco na gravidez
devido as suas propriedades de inducdo de contracdo (AL-RAMAHI et al., 2013).

O Ministério da Saude incluiu a Matricaria recutita como parte da Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse aos SUS (RENISUS), uma lista com 71
espécies vegetais com potencial terapéutico para a orientacdo de pesquisa de plantas
medicinais (BRASIL, 2009), orientando a investigacdo da espécie sobre o potencial

terapéutico do uso da camomila no tratamento de diversas patologias.
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1.4.1.2. Gentiana lutea — Gentianaceae

Gentiana lutea L. (Gentianaceae), popularmente conhecida como genciana,
€ uma planta comum nas &reas montanhosas da &rea central e sul da Europa (SINGH,
2008). E uma espécie presente em diversas farmacopéias e comercializada na forma de
rizomas e raizes secas, usada hd muito tempo na medicina tradicional devido as suas
propriedades digestivas, estomaquicas e também no tratamento da anorexia
(BLUMENTHAL et al, 1998, EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2005;
NASTASIEVIC, 2012).

Figura 6 - Gentiana lutea

Fonte: RADANOVIC et al (2014)

As plantas pertencentes ao género Gentiana sdo bem conhecidas pelas suas
propriedades organolépticas, como o sabor amargo caracteristico, o que o torna til no
tratamento de doencas do sistema digestivo (SINGH, 2008). O seu efeito como
estimulante gastrico deve-se principalmente a presenca de glicosidios secoiridoides de
sabor amargo como a swertiamarina, gentiopicrosidio, amarogencina, e swerosideo, além
destes, os efeitos bioldgicos da genciana sao devidos também a outros constituintes, como
0 4cido loganico (iridéide com atividade antiinflamatoria), glicosideos de xantonas
(genciosidio e seu isdbmero) e xantonas (gencisina e a isogencisina) (RECIO et al., 1994;
NEWALL et al., 1996).

Estudos com extratos das raizes de G. lutea em ratos mostram que sua
administracdo intraduodenal e intragastrica estimula a secre¢éo de bile e foi demonstrado
que a tintura de genciana aumenta a secregdo gastrica, o que corrobora para Seu uso nas
doencas do sistema digestivo (LANS et al., 2007; LIAN et al., 2002).
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O extrato de G. lutea e seus constituintes (isogentisina e isoviexina)
demonstram efeitos inibitdrio das enzimas monoamina oxidase (tipo A e B) e da xantina
oxidase (HARAGUCHI et al., 2004). Em um estudo de Nastasivejic et al. (2012), foi
demonstrado que o extrato etanolico da planta a 50% inibe a atividade da enzima
mieloperoxidase, com maior atividade antioxidante com ICsg igual a 20,6 g/mL, onde é
sabido que a inibicdo da mieloperoxidase estid associada ao efeito anti-inflamatorio
relacionado a planta. O extrato aquoso de G. lutea pode ser usado no tratamento da
aterosclerose ao bloquear o PDGF (platelet-derived growth factor) em células adrticas de
ratos, reduz a atividade citotoxica de radiacdo raios-X em celulas humanas normais em
pacientes sadios (KESAVAN et al., 2013; MENKOVIC et al., 2010).

1.4.1.3 Foeniculum vulgare Mill. — Umbelliferae (Apiaceae)

Foeniculum vulgare Mill. — Umbelliferae (Apiaceae), conhecida
popularmente como erva-doce, erva-doce-brasileira, erva-doce-de-cabeca, falso-anis,
funcho, etc., € uma erva perene ou bianual, entouceirada, aromatica, de 40-90 cm de
altura, tradicionalmente utilizada na Europa e China, sendo uma espécie nativa do sul da
Europa e da regido do Mediterraneo (LORENZI; MATQOS, 2002; COSTA, 1978).

Figura 7 - Foeniculum vulgare

Fonte: STEFANELO et al (2006)

Suas hastes sdo utilizadas na culinaria como legume, enquanto os frutos,
vulgarmente chamados de sementes, tém sido empregados desde a mais remota
antiguidade na forma de cha medicamentoso no caso de problemas digestivos, como
estimulante das funcdes digestivas, carminativo, antiespasmodico, estimulante da
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lactacdo, além de emenagogo e galactagogo (SIMOES et al., 1998; BIRDANE et al.,
2007; SAVINO, 2005). Em sua constituicdo quimica destaca-se o Oleo essencial
constituido principalmente de anetol (90 — 95%), o que lhe confere o sabor e odor
caracteristico do anis, acompanhado de menores quantidades de metilchavil, anisaldeido,
linalol e outros derivados terpénicos oxigenados (GUENTHER, 1974; COSTA, 1978;
CRAVEIRO, et al., 1981). O 6leo essencial extraido dos frutos da planta possui em sua
composicdo o trans-anetol, fenchona e estragol. Também possui compostos fendlicos
como flavonoides, acidos fendlicos, acidos hidroxicinamicos, cumarinas e taninos (Figura
8) (RAHIMI; ARDEKANI, 2013).

Atividade antimicrobiana e estrogénica estdo relacionadas ao anetol, assim
como também seu uso como agente antitrombatico devido a sua atividade antiplaquetéria
e acdo vasorelaxante. A infusdo das folhas de Foeniculum vulgare sdo usadas
tradicionalmente no tratamento da diarréia, bronquite e no tratamento da impoténcia
(SENATORE et al., 2013), também possui atividade antioxidante e hepatoprotetora
(GHANEM et al., 2012; ZHANG et al., 2012), é inibidor da genotoxicidade e do estresse
oxidativo por ciclofosfamida em ratos (TRIPATHI et al., 2013) e possui efeito
antitumoral pela modulacdo da peroxidacdo lipidica e aumentando o sistema de defesa
em ratos (MOHAMAD et al., 2011).

O uso tradicional do funcho é relatado atraves da atividade laxante no
tratamento de desordens digestivas, por aumentar a estimulacdo da motilidade e em altas
concentracdes, por sua acao antiespasmodica (KLEIN et al., 2003). Efeito justificado no
trabalho de Alexandrovich et al. (2003), que realizaram um estudo clinico randomizado
em criancas e mostraram que o 6leo do funcho se mostrou superior ao placebo na reducao

de célicas infantis.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alexandrovich%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12868253
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Figura 8 - Estrutura quimica dos principais componentes do 6leo essencial de

Foeniculum vulgare

/
0
Anetol Fenchona o-Felandreno Estragol

Fonte: TINOCO et al (2007)

Diversas atividades biol6gicas de F. vulgare estdo relacionadas as substancias
que a compdem, como exemplo, a comprovacdo da eficidcia do anetol. Ensaios de
laboratério mostraram a sua atividade inseticida e antifingica, que além de ser
estimulante das fungdes digestivas, carminativo e espasmolitico; em uso concomitante
com substancias anticancerigenas evitou o aparecimento das rea¢des secundarias proprias
da quimioterapia. (SIMOES et al., 1998). Em um estudo de Coelho-de-Souza et al.
(2012), o anetol apresentou efeito gastroprotetor em Ulceras induzidas por etanol e
indometacina, além de aumentar a producdo de muco pela mucosa gastrica, o que sugere
0 seu uso no tratamento de Ulceras gastricas. Bokaie et al (2013) realizaram um estudo
clinico em mulheres que sofriam de dismenorreia, comparando o uso de uma solucgéo de
funcho a 2% e o &cido mefenamico 250 mg, um anti-inflamatério ndo estereoidal
(AINES), farmaco de referéncia no tratamento dessas pacientes e foi demonstrada a
eficacia do funcho no alivio da dor nessas mulheres.

Assim como a espécie Matricaria recutita que faz parte da composicéo das
Gotas Arthur de Carvalho®, o Foeniculum vulgare também faz parte da Relagdo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse aos SUS (RENISUS), demonstrando a importancias
dessas espécies vegetais como opcOes terapéuticas a serem utilizadas pela populacéo,
confirmando um potencial efeito terapéutico do fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho

nas desordens gastrintestinais.
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Apesar da comprovacéo de varias atividades farmacologicas que corroboram
para sua indicagdo de uso, em um estudo de Branco (2001), o extrato hidroalcéolico de
Foeniculum vulgare, que apresentou significativa toxicidade em ratos em um estudo de
90 dias, o que sugere uma avaliacdo toxicologica do fitoterapico Gotas Arthur de

Carvalho® para garantia de sua seguranca como um fitomedicamento.

1.5 Toxicidade ndo-clinica

Para a toxicologia, toda substancia pode ser considerada um agente toxico,
dependendo das condicdes de exposicdo, como a dose administrada ou absorvida, tempo
e frequéncia de exposi¢do e via pela qual é administrada (LARINI, 1993). A toxicidade
de uma substancia a um organismo vivo pode ser considerada como a capacidade de lhe
causar algum desequilibrio, dano grave ou morte (GRAFF, 2006).

Com o intuito de obter dos fitoterdpicos 0 mesmo tratamento dado aos
medicamentos alopéticos, deve-se conhecer os problemas relacionados a sua origem,
como a complexidade de sua composi¢cdo e a variabilidade da qualidade das drogas
obtidas a partir de uma mesma espécie vegetal, que esta relacionada as condicGes de
plantio, processo de coleta, manuseio e processamento da matéria-prima. Assim, as
drogas vegetais podem apresentar variag0es que justificam a necessidade de padronizagéo
dos fitoterapicos, para a garantia de eficacia e qualidade dos produtos (KLEIN et al.,
2009).

Os fitoterdpicos podem ser tdo eficazes quanto os medicamentos produzidos
com ativos oriundos de sintese quimica, por isso, a obtencdo de um medicamento a partir
de uma planta deve preservar a integridade dos principios ativos, para a garantia do efeito
farmacoldgico da planta, garantindo a constancia da acao bioldgica do fitomedicamento.
Para atingir esses objetivos, a producéo de fitoterapicos necessita alguns estudos prévios,
como aspectos agrondmicos, botanicos, fitoquimicos, farmacolégicos, toxicolégicos e
desenvolvimento de metodologias analiticas (KLEIN et al., 2009).

Devemos observar que as plantas medicinais utilizadas em medicamentos
contém xenobioticos e as suas biotransformacdes podem ser potencialmente toxicas. Em
adicdo aos efeitos imediatos que s@o correlacionados a ingestdo da planta, efeitos em
longo prazo podem ser assintomaticos, mas que podem levar a um quadro clinico severo,
podendo ser fatal. E possivel identificar dois tipos de reaces adversas relacionados ao

uso de plantas medicinais. A primeira é considerada intrinseca a plantas, cuja toxicidade
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pode ser relacionada a uma overdose e/ou interacdo com outras drogas; a outra pode ser
extrinseca, associada ao processo produtivo da droga vegetal, como a identificacdo
incorreta da planta, contaminacao, adulteracdo e outros (LAPA et al., 2007; SILVEIRA,
BANDEIRA; ARRAIS, 2008).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os medicamentos
fitoterapicos sdo definidos como produtos com fins medicinais que contém derivado ativo
obtido de partes aéreas ou subterrdneas de vegetais ou outro material vegetal. Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os fitoterapicos ainda séo
caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia da sua qualidade (BRASIL, 2010). A preocupagdo com a
seguranca no uso de plantas medicinais tem se transformado em medidas legais que
normatizam os estudos toxicoldgicos para o registro desses produtos. No Brasil, a
resolucdo — RDC 14/2010, dispde sobre o registro de fitoterapicos, onde para um
fitoterapico ser registrado para comercializagdo no Brasil, ele deve possuir um relatério
de eficacia e seguranca, um documento técnico onde deve conter todas as informacdes

sobre a seguranca e eficacia do produto, comprovados por uma das opcoes:

I- Pontuacdo em literatura técnico-cientifica;

I1- Ensaios pré-clinicos e clinicos de seguranca e eficacia;

I1l- Tradicionalidade de uso; ou

IV- Presenga na “Lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado”,
publicada pela ANVISA na IN 5, de 11 de dezembro de 2008, ou suas atualiza¢fes
(BRASIL, 2010).

Os estudos cientificos envolvendo espécies vegetais, suas indicacGes e
contraindicaces, podem proporcionar aos fitoterapicos maiores niveis de aceitacao,
respaldados pela comprovacdo de sua eficacia terapéutica, seguranca e qualidade
(QUEIROZ, 2008).

A seguranca de um medicamento, independentemente de ser um alopatico ou
fitoterapico, é fundamental para a promocdo da saude, sendo necessaria a avaliacao
toxicolégica dos medicamentos para melhor conhecimento dos seus efeitos e evitar as
reacOes adversas aos produtos. Uma etapa do processo de validacédo de um medicamento
antes de ser colocado no mercado séo os estudos pré-clinicos, que objetiva comprovar 0s
efeitos adversos, relacdo dose-resposta e mecanismos de agdo em animais. Os estudos de

toxicologia pré-clinica sdo utilizados para indicar previamente a toxicidade ou ndo de um
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fitoterapico antes de ser administrado aos humanos. Logo, a avaliacdo da toxicidade de
um medicamento tem como objetivo conhecer os efeitos nocivos decorrentes das
interacOes das substancias quimicas com o organismo para o estabelecimento de formas
seguras para a sua utilizacdo, onde a identificacdo destes efeitos sejam provenientes de
estudos pré-clinicos, clinicos ou epidemiologicos (KLEIN et al., 2009, LAPA et al., 2007;
CORREA; ZAMBRONE, 2009).

O registro de fitoterdpicos pela ANVISA devem ser realizados de acordo com
o “GUIA PARA A CONDUCAO DE ESTUDOS NAO CLINICOS DE SEGURANGCA
NECESSARIOS AO DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS” que exige que
sejam conduzidos os testes de toxicidade aguda, toxicidade em doses repetidas,
genotoxicidade para os medicamentos de uso oral e os testes de sensibilizacdo dérmica,
irritacdo cutanea e ocular para medicamentos de uso topico (BRASIL, 2013).

Nos estudos de toxicidade aguda sdo utilizados mamiferos roedores em idade
adulta, ambos 0s sexos, com no minimo 6 animais em cada grupo/sexo. O produto a ser
avaliado deve ser administrado por via oral ou parenteral uma Unica vez e se for
necessario, em doses divididas em periodo ndo superior a 24 horas e obedecendo a via
proposta para 0 uso em humanos. Os animais sdo observados em tempos pré-
determinados (0, 15 30 e 60 minutos) durante as primeiras 24 horas ap0s a administracao
e uma vez ao dia, durante 14 dias, observando varia¢do de peso e sinais clinicos, como
alteracdes de comportamento, pele, mucosos, sistemas respiratérios, nervoso central e
periférico, entre outros. Os animais que morrem durante o periodo devem ser
necropsiados e 0s que sobrevivem ao 14 dias, apés o periodo de observacdo sdo
sacrificados e necropsiados para confirmacdo de alguma evidéncia patolégica de
intoxicacdo. Nessa etapa, é possivel avaliar o risco de uma intoxicacdo aguda, a DL50 e
informacdes sobre as escolhas das doses sobre o demais ensaios de toxicidade (LAPA et
al., 2007, BRASIL, 2004).

O estudo de toxicidade subcronica (doses repetidas) é realizado antes de um
estudo cronico, se for indicacdo de uso do produto a ser estudado. Neste ensaio, 0
fitoterapico é administrado diariamente, durante 30 dias, pela mesma via de
administracdo preconizada para seres humanos, com varios grupos de doses diferentes do
produto e um grupo controle. S&o utilizadas duas espécies de mamiferos, de ambos os
sexos, com 10 animais em cada grupo. As doses séo estabelecidas em pelo menos trés
etapas: a menor dose que produz efeito terapéutico, maior dose que produza efeito

adverso detectavel e uma dose intermediaria (média geométrica entre a dose maior e
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menor). Durante a administracdo, os animais sdo observados em relagao ao peso corporal
e apos os 30 dias, exames bioquimicos e hematoldgicos sdo realizados, como também um
exame macroscopico de todos os Orgdos de todos 0s animais e obrigatoriamente,
histopatolégico dos animais dos grupos de maior dose e controle. Nessa etapa, é possivel
determinar os efeitos toxicos produzidos pelo maior tempo de exposi¢cdo do produto,
permitindo medir a laténcia para a instalacdo de efeitos toxicos, o acimulo de droga no
organismo e modificacdo dos parametros normais dos animais antes da exposi¢do ao
produto (LAPA et al., 2007, BRASIL, 2004).

O conhecimento sobre a toxicidade das plantas medicinais é importante para
melhor conducdo do tratamento dos pacientes em causar nenhum risco. Alguns fatos sao
conhecidos sobre os efeitos toxicos que as plantas medicinais podem oferecer, como o
comprometimento do figado e danos hepéaticos agudos como hepatites causadas por
plantas contendo alcaldides pirrolizidinicos, principalmente envolvendo plantas como a
cavalinha (Teucrium chamaedrys L.), confrei (Symphytum officinale L.), valeriana
(Valeriana officinalis L.), escuteéria chinesa (Scutellaria ser baicalensis Georgi), aloe
vera (Aloe barbadensis Mill.). H& também relato de caso de transplante hepatico em uma
mulher jovem americana que utilizava suplemento contendo kava-kava (Piper
methysticum G. Forst.) (WOOLTORTON, 2002). Ha também relatos de nefropatias
seguidos de rapida faléncia renal pela ingestdo de plantas chinesas (SILVEIRA et al.,
2008).

Podemos observar que varios produtos fitoterapicos que sao comercializados
no Brasil ja dispdem de informacdes sobre o seu perfil toxicol6gico. A preparacdo
fitoterapica que contém extrato fluido de Gossypium herbaceum, comercializada sob o
nome de Tintura de Algodoeiro Cangeri® ndo provocou sinais de toxicidade quando
administradas por via oral durante 30 dias em ratos de ambos os sexos (ETGES, 2007).
Gotas preciosas® (formulacdo que contém Gentiana lutea, Rheum palmatum, Aloe ferox,
Cynara scolymus, Peumus boldo e Baccharis trimera) ndo causou nenhum efeito toxico
em ratos durante 30 dias de tratamento, considerando o fitoterapico um produto inécuo
(MELLO et al., 2008).

Amaral (2011) avaliou a toxicidade do fitoterapico “Agua Inglesa”, composto
das tinturas de Cinchona calisaya, Jateorhiza palmata, Centarium erythraea, Baccharis
trimera, Artemisia absinthium, Matricaria recutita, Cinnamomum cassia. Esse estudo
demonstrou que o fitoterapico ndo possui toxicidade em camundongos e ndo possui efeito

mutagénico e citotoxico avaliado através do ensaio de micronucleo.
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Outro produto avaliado foi o Cassal composto®, cuja formulagdo contém
extratos fluidos de Aristolochia cymbifera, Plantago major L., Luehea grandiflora Mart.,
Myrocarpus frondosus Allemé&o, Piptadenia colunbrina Benth também foi considerado
seguro em tratamento subcronico em ratos de ambos os sexos em até 10 vezes a dose
terapéutica indicada pelo fabricante, sem desencadear sinais de toxicidade sistémica ou
alteracdo de pardmetros biogquimicos, hematolégicos e histopatologicos (RAUBER,
2006). O mesmo resultado foi encontrado na avaliacdo toxicologica do fitoterapico
Sanativo® (associacdo dos extratos hidroalcoolicos de angico, aroeira, camapu e
mandacaru), sendo considerado seguro com baixo grau de toxicidade por via oral (LIMA,
2006).

Dentre todos os estudos com fitoterapicos que foram citados, é importante
salientar que essas informacGes sdo necessarias para a comprovacado de seguranca desses
produtos, para que assim, possam ser utilizados pela populacédo, a partir da obtencédo de
seus registros de comercializagdo, que devem ser obtidos de acordo com a legislagéo
vigente.

1.6 Legislacao de fitoterapicos

A toxicidade de fitoterdpicos pode parecer um assunto desnecessario, quando
comparada com os medicamentos convencionais, entretanto, sabe-se que este é um grave
problema de saude publica. As plantas medicinais podem levar ao surgimento de reacoes
adversas por interacdo com alimentos ou outros medicamentos, pelos seus proprios
constituintes quimicos ou devido a alguns fatores relacionados ao paciente (sexo, idade,
caracteristicas genéticas e outros), como também o uso de fitoterapicos pode
comprometer a eficacia de tratamentos com medicamentos convencionais, reduzindo ou
aumentando seu efeito (BALBINO; DIAS, 2010). Uma das principais caracteristicas dos
fitoterapicos é a presenca de diversos principios ativos e outras substancias em uma
mesma planta, cujos efeitos terapéuticos estdo associados ao efeito sinérgico das
substancias ativas e ndo isoladamente (AMENI, 2011).

As pesquisas sobre o0 uso seguro de plantas medicinais no Brasil sdo
desqualificadas, como também o controle de comercializacdo desses produtos em feiras
livres, mercados ou lojas especializadas na area. Podem ocorrer adulteracbes nao
declaradas com outras substancias, provocando o surgimento de efeitos adversos, que

também podem vir de contaminacBes com agrotoxicos, metais pesados e micro-



49

organismos (BALBINO; DIAS, 2010). Para registrar essas ocorréncias, inclusive aquelas
reagcOes muito raras, mas severas, um sistema de coleta de dados e a organizacao,
avaliacdo e posterior divulgacdo das informacdes coletadas é de extrema importancia
(CAPASSO et al., 2000).

Dependendo do pais e sua legislacdo, os fitoterapicos utilizados para
diagnéstico, cura, tratamento ou prevencdo de doencas sdo normalmente registrados
como drogas. Entretanto, em outros paises, incluindo os Estados Unidos, esses produtos
sdo classificados como suplementos dietéticos. Os paises que tratam os fitoterapicos
como drogas ao fazer o registro, esses produtos precisam provar sua seguranca e eficécia.
Mas, poucos regulamentos foram estabelecidos para estudar esses critérios, seguindo o
proposto pela OMS (CALIXTO, 2000). Embora que os ensaios clinicos com fitoterapicos
sejam possiveis de realizar, uma busca mais detalhada mostra que poucos ensaios foram
realizados. Alguns fatores podem explicar essa auséncia de dados, como a falta de
padronizacéo e controle de qualidade de fitoterapicos usados em ensaios clinicos; uso de
diferentes doses de fitoterapicos; nimeros de pacientes utilizados sdo insuficientes para a
obtencdo de significancia estatistica; dificuldades em estabelecer placebos apropriados,
devido aos aromas e sabores relacionados aos fitoterapicos, alta variacdo na duracéo do
tratamento utilizando plantas medicinais (CALIXTO, 2000).

Tendo em vista a importancia da utilizacdo de fitoterapicos, varios paises da
Europa estdo intensificando esforcos para regulamentacdo de uma legislacéo referente a
essa area, ja que os fitoterapicos sdo amplamente comercializados neste continente
(Franca e Alemanha, principalmente). Ja nos Estados Unidos, as preparagdes de plantas
medicinais sdo classificadas como suplementos nutricionais, ndo sendo necessario
submeter seus dados de eficacia e seguranca para o Food and Drug Administration
(FDA), para a sua comercializacdo (TUROLLA E NASCIMENTO, 2006).

No Brasil, a legislacdo para medicamentos fitoterdpicos vem sofrendo
modificacbes nos ultimos anos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
vem elaborando normas para a regulamentacdo destes medicamentos, desde a Portaria n.
6 de 1995, que estabeleceu prazos para que as industrias farmacéuticas apresentassem
dados de eficacia e seguranga dos medicamentos fitoterapicos, passando pela RDC n. 17
de 2000, e a Resolucdo RDC n. 26 de 2014, atualmente em vigor, que dispde sobre 0
registro de medicamentos fitoterapicos e a IN n° 5/2010, que apresenta a Lista de
referéncias bibliograficas para a avaliacdo de seguranca e eficacia de fitoterapicos
(BRASIL, 2013).
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Com o objetivo de inserir a medicina tradicional no sistema de saude oficial
no Brasil, o Ministério da Saude estabeleceu no ano de 2006 a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que fundamenta as diretrizes para o desenvolvimento
de acOes para garantir o acesso seguro e racional de plantas medicinais e fitoterapicos no
pais, desenvolvimento de tecnologias e inovacgdes e fortalecimento das cadeias e arranjos
produtivos, uso sustentavel da biodiversidade brasileira e desenvolvimento do complexo
produtivo da Saude (BRASIL, 2006).

Ja no ano de 2008, foi publicada a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse do SUS (RENISUS), que indica as espécies vegetais de interesse do Sistema
Publico de Saude e que possam ser utilizadas pela populacdo assistida pelo SUS. A
finalidade do RENISUS ¢ orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracéo
da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (RENAFITO), subsidiar o
desenvolvimento da cadeia produtiva das espécies, como regulamentacdo,
cultivo/manejo, producdo, comercializacdo e dispensacdo de fitoterapicos, além de

estimular o desenvolvimento e a inovacgdo nessa area (RENISUS, 2009).

O registro de fitoterapicos segue o disposto na Lei n° 6.360/73 regulamentado
pelo Decreto n® 79.094/77. Tem como regulamentos especificos a Resolu¢do - RDC n°
48/04, complementada pelas seguintes: Resolucdo - RE n°® 88/04 (Lista de referéncias
bibliograficas para avaliacdo de seguranca e eficicia), Resolucdo - RE n° 89 (Lista de
registro simplificado), Resolucdo - RE n° 90/04 (Guia para a realizacdo de estudos de
toxicidade pré-clinica) e Resolucdo - RE n° 91/04 (Guia para realizacdo de alteracdes,

inclusdes, notificacbes e cancelamentos pds-registro).

Esta preocupacdo com a normatizacao dos fitoterapicos propicia a avaliacéo
de aspectos importantes, como a eficicia e seguranca do uso destes medicamentos. O uso
tradicional de diversas plantas medicinais baseado em conhecimentos populares, aliado a
crenca de que, por ser natural ndo faz mal, fez com que poucas plantas medicinais fossem
avaliadas atraves de estudos mais aprofundados, como as avaliagdes farmacoldgica e
toxicolégica pré-clinicos e clinicos, a fim de comprovar o uso dos fitoterapicos
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Além disto, sabe-se que muitas plantas medicinais apresentam substancias

gue podem desencadear reacOes adversas, seja por seus proprios componentes, seja pela
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presenca de contaminantes ou adulterantes presentes nas preparacdes fitoterapicas,
exigindo um rigoroso controle de qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extracéo de
seus constituintes, até a elaboragdo do medicamento final (TUROLLA; NASCIMENTO,
2006).

Muitas preparagdes com plantas medicinais ainda precisam de estudos
detalhados, como padronizacdo quimica, testes bioldgicos in vitro e in vivo e a avaliacdo
clinica. Para esta Ultima etapa, o controle de qualidade é um item indispensavel. Métodos
de controle de qualidade de algumas plantas medicinais ja validados podem ser
encontrados em algumas monografias, por exemplo, nas Farmacopéias Americana,
Brasileira e Chinesa (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

O registro de medicamentos é o instrumento que determina a sua inscri¢do na
ANVISA, através da avaliacdo do cumprimento dos parametros de eficécia, seguranca e
qualidade, para a sua introducdo no mercado e consumo. O papel da ANVISA como um
orgao regulatdrio dos produtos relacionados a satde no Brasil, é essencial para evitar que
medicamentos nocivos, de ma qualidade e ineficazes possam entrar no mercado e trazer
consequéncias graves para a populagdo, como intoxicagdes, fracassos terapéuticos,
agravamento de enfermidades e até mesmo a morte de pacientes. A legislacao brasileira
considera o registro de fitoterapicos da mesma forma como lida com a legislacdo dos
medicamentos sintéticos, entretanto, ha varias dificuldades para o controle de qualidade
e comprovacdo de seguranca e eficacia dos fitoterdpicos devido a complexidade quimica
das drogas vegetais (NETTO et al., 2006).

Pela importancia da avaliacdo dos aspectos toxicoldgicos que os fitoterapicos
devem ser regidos, as Gotas Artur de Carvalho devem passar pelos testes de toxicidade
pré-clinica, para posterior comprovacdo de seguranca de uso. Além dos testes
toxicologicos, sabe-se que os fitoterapicos devem também ter comprovacéo de eficacia,
que para 0 nosso produto em estudo, a realizacdo de ensaios farmacoldgicos a partir da
indicacdo de uso das GAC.

Diante do exposto, percebe-se a importancia da realizacdo do presente trabalho
que inclui a avaliacdo do perfil toxicoldgico e atividades farmacoldgicas do fitoterapico.
Portanto, os resultados gerados pelo presente estudo certamente contribuirdo para o
processo de registro do fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho junto ao érgdo competente

e posterior liberacdo para comercializacao.
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2 JUSTIFICATIVA

As Gotas Artur de Carvalho® é um produto fitoterapico produzido pelo
Laboratorio Ravick Produtos Quimicos e Cosméticos Ltda desde 1941, indicado como
anti-espasmodico e estomaquico. Possui como matéria-prima ativa as tinturas de
Matricaria recutita (camomila), Gentiana lutea (genciana) e Foeniculum vulgare
(funcho). As referidas espécies sdo arométicas e amargas e tradicionalmente indicadas no
tratamento de distdrbios gastrointestinais. Varios estudos (MCKAY et al., 2006; FARM.
BRAS. IV Ed., 1996; EUR. FARM., 2004; BLUMENTHAL, 1999; CUNHA, 2005;
LORENZI e MATQOS, 2002), tém descrito o perfil botanico, quimico e toxicoldgico, além
das propriedades farmacoldgicas, principalmente pré-clinica, de cada espécie vegetal que
compde a formula das Gotas Artur de Carvalho®. Estudos clinicos, envolvendo
preparacdes com monodrogas sdo limitados ou inexistentes (MCKAY et al., 2006), sendo
mais encontrado estudos clinicos com produtos constituidos pela associacdo de espécies
(Ex.:Matricaria recutita, Foeniculum vulgare e Melissa officinale — ColiMil®) indicados
nas desordens gastricas (SAVINO et al., 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2014) orienta que para a
possibilidade de registro de fitoterdpico € necessario apresentar levantamento
bibliogréafico (etnofarmacoldgico e de utilizacdo, documentagdes técnico-cientificas ou
publicacBes) que comprove a seguranca de uso e a indicacao terapéutica. As Gotas Arthur
de Carvalho® que esteve no mercado farmacéutico, ndo dispde de estudos cientificos
suficientes para solicitar a renovacdo do seu registro (MS N° 1.0913.0003.001-4) como
fitoterapico junto ao 6rgdo competente.

Diante do exposto, percebe-se a importancia da realizacdo do presente trabalho
que inclui a avaliacdo do perfil toxicoldgico e atividades farmacolégicas do fitoterapico.
Portanto, os resultados gerados pelo presente estudo certamente contribuirdo para o
processo de registro do fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho junto ao érgdo competente

e posterior liberagdo para comercializacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a seguranca e eficacia farmacoldgico ndo clinica do Fitoterapico Gotas Arthur de

Carvalho® para o tratamento de disturbios gastrintestinais.

3.2 Objetivos Especificos

- Realizar avaliacdo toxicologica aguda e de doses repetidas das Gotas Arthur de
Carvalho® em roedores,

- Investigar a possivel citotoxicidade das Gotas Arthur de Carvalho® em neutréfilo
humano e células de linhagem HepG2 sobre a membrana plasméatica e metabolismo
celular,

- Avaliar o efeito do fitoterapico no transito intestinal, volume secretorio e acidez gastrica
em ratos Wistar;

- Investigar a eficacia das Gotas Arthur de Carvalho® em modelo experimental de
dispepsia em ratos Wistar;

- Realizar estudo sobre o efeito das Gotas Arthur de Carvalho® sobre a diarréia induzida
por Gleo de ricino em ratos Wistar.

- Determinar a eficacia das Gotas Arthur de Carvalho® em modelo animal de nocicepgao

visceral com investigacdo do possivel mecanismo de acao.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1. Aspectos Eticos

Todos os procedimentos do projeto de pesquisa forma realizados de acordo
com as normas preconizadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
de Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceard (UFC), sob 0 nimero de
protocolo 019/08.

4.2. Caracterizagdo do material de estudo

O fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho® é composto por tinturas de
Chamomilla recutita (camomila), Gentiana lutea (genciana) e Foeniculum vulgare
(funcho), fabricado pelo Laboratério Ravick Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda
que em parceria entre empresa-Universidade, nos forneceu o material necessario para o

nosso estudo.
4.2.1. Determinacao dos solidos totais:

Transfere-se 5 mL das Gotas Arthur de Carvalho apés a evaporacéao do etanol
em cadinho previamente tarado e secado em estufa com temperatura de 35° C com
circulacdo de ar por pelo menos 4 horas até que ndo haja variagdo no peso
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 2000). O teor de solidos totais é calculado em

funcdo do volume de liquido de acordo com a equacéo:

Teor de residuos solidos (%; mg/mL) = M (g)  x 100
V (mL)

Onde,

M é a massa do residuo;

V é o volume do fitoterapico.

Esse metodo foi realizado em triplicata e o teor de residuos sélidos calculado
a partir da média dos resultados, onde a amostra teve 88mg/mL de solidos totais, valor

utilizado para a determinagéo das doses dos testes.
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4.2.2. Caracterizacdo com analise e determinacao do teor Gotas Arthur de Carvalho
por CLAE-DAD.

O fitoterapico foi previamente padronizado, através da analise do perfil
cromatogréafico das Gotas Arthur de Carvalho® foi realizado em triplicata, utilizando um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Alliance Waters-2996, USA) acoplado a um
detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) com injetor automatico. O método
empregado foi validado anteriormente no Laboratorio de Farmacognosia-UFC (LEAL et
al., 2009), segundo critérios propostos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, RE
n°899 (BRASIL, 2005). Para a quantificacdo dos marcadores foram construidas curvas
de calibracdo, empregando-se padrbes externos (apigenina-APG, gentiopicrosideo- GTP
e anetol/estragol-ANT/EST), relacionados as respectivas matérias-primas ativas vegetais:
tintura de Matricaria recutita (camomila), Gentiana lutea (gentiana) e Foeniculum

vulgare (funcho).

Figura 9 - Cromatograma do fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho obtido por
cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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trifluoracético, acetonitrila e tetraidrofurano; eluicdo por gradiente, fluxo 1,0 mL/min

comprimentos de onda 310 nm.
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Figura 10 - Cromatogramas dos padrdes APG (A), GTP (B) e ANT/EST (C)
presentes no fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho obtido por cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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Condicgoes: coluna RP C8 (250 x 4,6mm, 5um), fase mével incluindo o emprego de

acido trifluoraceético, acetonitrila e tetraidrifurano; eluigéo por gradiente, fluxo 1,0
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mL/min e os comprimentos de onda empregados foram de acordo com a natureza
quimica do marcador.
Figura 11- Estrutura quimica dos marcadores do fitoterdpico Gotas Arthur de
Carvalho: Apigenina-7-glicosidio (A), Gentiopicrosideo (B) e Anetol (C).

(A) (B) ()

Fonte: LEAL, 2003.

Tabela 2 — Teor de marcadores quimicos (apigenina-7-glicosidio, gentiopicrosideo e
anetol/estragol no fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho por CLAE-DAD. Os

resultados sao expressos em média (DPR%b).

Marcadores Concentracéo (mg/mL)
Apigenina-7-glicosidio 0,2225 (0,97%)
Gentiopicrosideo 1,5078 (0,39%)

Anetol/Estragol 0,0540 (2,35%)
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4.3 Reagentes

Apigenina, gentiopicrosideo, anetol, L-arginina, brometo 3[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), LDH, 6leo de mostarda, glibenclamida,
diazdxido, Triton-X 100 foram provenientes da Sigma-Aldrich (St Louis, MO,USA). A
naloxona (cloridrato de naloxona 0,02 mg/mL) e morfina (Dimorf®) - Cristalia Produtos
Quimicos e Farmacéuticos Ltda; cisplatina (Tecnoplatin® 10mg/20 mL)- Eurofarma;
betanecol (Liberan® 5mg) — Laborat6rios Apsen; ioimbina- Fagron Ltda, clonidina
(Atensina® 0,2 mg)- Boehringer Ingelheim; 6leo de ricino- cimetidina- Prati Donaduzzi,
ondansentrona (cloridrato de ondansetrona 2mg/mL)- Novafarma, loperamida (Imosec®

2mg)- Laboratorio Jannsen.

Os Kkits bioquimicos foram adquiridos da Labtest Diagnostica (Brasil):
Colesterol HDL, Colesterol, Glicose, Triglicérides, Uréia, Creatinina, ALT/TGP,
AST/TGO, Lipase e Amilase. Os solventes quimicos para CLAE, como acetonitrila,

acido trifluoroacético e tetrahidrofurano foram provenientes da Tedia (Brasil).

4.4 Animais

Os experimentos foram realizados em camundongos Swiss (25-30 g) ou ratos
albinos Wistar (150-250 g) de ambos os sexos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram divididos em grupos de 8 animais e
mantidos em caixas plasticas, onde receberam agua e racdo ad libitum em condicGes
controladas (iluminagdo em ciclos de claro-escuro de 12 em 12 horas). A alimentagdo foi
retirada 12 h antes dos experimentos, tendo os animais livre acesso a agua. Os
experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos adotados pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal-COBEA.



59

4.5 Estudo Toxicolégico do Fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho® (GAC)

Os testes de toxicidade foram realizados segundo orientacbes da RDC N° 90
(BRASIL, 2004), mas também com observancia ao Guia para Conduc¢édo de Estudos N&o
Clinicos de Seguranca Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos (GESEF,
ANVISA, 2010).

4.5.1 Toxicidade aguda das GAC em camundongos.

Camundongos Swiss albinos de ambos os sexos (n=8/grupo) foram tratados
com o fitoterapico Gotas Artur de Carvalho®, via oral, nas doses 250, 500, 1000 e 2000
mg/Kg, em um volume de 10mL/Kg de peso. O grupo controle foi tratado com o volume
equivalente de agua destilada, veiculo do produto. Todos os grupos foram observados
durante as primeiras 24 horas, nos periodos de 0, 10, 15, 30, 60, 120, 240 minutos apos a

administracdo das drogas e a cada 24 horas durante 14 dias.

Foram investigados parametros comportamentais, como: motilidade, frequéncia
respiratoria, sedacdo, catatonia, analgesia, ptose palpebral, resposta ao tato, urina
(aumentada, reduzida, coloracdo), diarréia, contorcdo, agressividade, grunidos, erecao da
cauda, convulsdo, coma e morte. Ao fim do periodo de observagdo de 14 dias, foi
realizada coleta de sangue dos animais dos grupos veiculo e GAC 1000 e 2000 mg/kg
para avaliacdo hematologica e bioquimica (parametros renais e hepaticos) todos 0s
animais sobreviventes foram sacrificados, os 6rgdos retirados e posteriormente

submetidos a analise histopatoldgica.

4.5.2 Toxicidade dose repetidas das GAC em ratos.

Ratos Wistar de ambos os sexos (n=8/grupo) foram tratados via oral, durante 30
dias com GAC nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/Kg. O grupo controle recebeu agua
(veiculo). Os animais foram observados durante todo o periodo de tratamento quanto a
ocorréncia de algum sinal toxico, inclusive com registro do seu peso corporal
semanalmente no decorrer do tratamento. No inicio e no 30° dia de tratamento foram

coletadas amostras de sangue do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de vidro, em



60

animais anestesiados. As amostras de sangue dos animais em estudo foram coletadas em

tubos & vacuo com gel separador para obtencao do soro.

a) Parametros avaliados apds o tratamento em doses repetidas com as Gotas
Arthur de Carvalho:

Animais em jejum tem seu sangue coletado no inicio (dia zero) e 31° dia de

tratamento com o fitoterdpico. As amostras de sangue s&o coletadas do plexo retro-orbital

com auxilio de capilar de vidro, com os animais anestesiados com éter e passaram por

avaliacGes hematologicas e bioguimicas.

e Parametros bioquimicos

As amostras de sangue dos animais em estudo foram coletadas em tubos a
vacuo com gel separador para obtencdo do soro. Os exames bioquimicos sdo
determinados através do aparelho analisador bioquimico semi-automatico LABQUEST
seguindo as orientacdes do fabricante. Kits de diagndstico padrdo da Labtest® utilizados
para avaliacdo dos seguintes pardmetros: uréia, creatinina, transaminase glutdmica
oxalacética (TGO), transaminase glutdmico piravica (TGP), amilase, lipase, colesterol

total, HDL, triglicerideos e glicose.

e Parametros Hematoldgicos

Para a determinacdo dos parametros hematolégicos, o sangue foi coletado em
tubos com &cido etilenodiaminoacético (EDTA), tendo sido investigado os seguintes
parametros: hemaécias, hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), variacdo de tamanho de hemacias (RDW), leucocitos, neutrofilos,
neutrofilos segmentados, linfocitos, basoéfilos, bastonetes, mondcitos, eosinéfilos e

plaquetas. As analises foram realizadas em analisador hematoldgico.

e Parametros histopatoldgicos

Ao final do tratamento, no 31° dia, os animais de todos os grupos foram

anestesiados e apds a eutanasia dos animais, 0s mesmos foram necropsiados. Realizou-se
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a coleta dos seguintes orgdos: rins, figado, estbmago, intestino grosso, intestino delgado,
cerebro, coracdo e pulmao.

Estes orgdos sdo fixados em formol tamponado (10%), os fragmentos
processados e incluidos em parafina, cortado e corado com hematoxilina-eosina para
observacao de possiveis alteraces histopatologicas decorrentes do tratamento com as
Gotas Arthur de Carvalho. A andlise histopatoldgica foi realizada pela Profa. Dra. Marcia
Pitombeira, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade

Federal do Ceara.

4.5.3 Avaliacdo da citotoxidade das GAC® em neutréfilo humano: teste do LDH e
MTT

Polimorfonucleares (PMFs) obtidos do fracionamneto de buffy-coat,
predominantemente neutroéfilos, (80-90%) foram obtidos de sangue humano cedido pelo
Centro de Hemoterapia e Hematologia do Ceara e isolados de acordo com Lucisano &
Mantovani (1984). O sangue é centrifugado, o plasma desprezado e o soro lavado diversas
vezes com solucdo salina, utilizando solucdo de gelatina a 2,5% para separacdo dos

componentes celulares sanguineos.

A citotoxicidade das Gotas Arthur de Carvalho foi mensurada através de
ensaios que avaliardo seu efeito sobre a integridade da membrana celular (LDH-lactato
desidrogenase), atividade metabolica (MTT) e viabilidade celular (ensaio de exclusédo de
Azul de Tripén).

a) Teste de citotoxicidade por Azul de tripan (Renzi et al., 1993)

A viabilidade celular sera determinada através do ensaio de exclusdo por Azul
de Tripan onde neutréfilos (2,5 x 10° céls/ml) sdo incubados por 15 min a 37° C na
presenca de GAC (1,10,40,100 e 400ug/mL) , veiculo, Hanks e Triton X-100. A seguir,
0s tubos de reacdo sdo centrifugados a 755 x g, por 10 min a 4° C. Os sobrenadantes
descartados e os sedimentos de células suspensos em 200 pL de solucdo de Hanks
contendo 0,1% de gelatina. Uma aliquota dessa suspensdo é misturada com igual volume
de Azul de Tripan preparado a 0,1% em NaCl 0,15 M e transferida pela camara de

Neubauer. O corante é incorporado apenas pelas células ndo-viaveis, com lesdo na
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membrana plasmatica. A proporcao de células viaveis é estimada pela contagem de 200

celulas em microscopio optico.

b) Teste de citotoxicidade por LDH em neutrofilos humanos

Neutrdfilos (2,5 x 10® céls/mL) foram incubados por 15 min a 37° C na
presenca de GAC (1, 10, 100, 600 e 1000ug/mL, Veiculo (agua destilada), Hanks e Triton
X-100 0,2%. A seguir os tubos sdo centrifugados a 755 x g por 10 min a 4° C, os
sobrenadantes transferidos para outros tubos e mantidos em banho de gelo para a
determinacéo da atividade da enzima LDH, liberada quando as células sofrem lesdo. Este
ensaio € realizado utilizando o kit LDH (Liquiform®) e baseia-se na medida do
decréscimo da absorbancia em 340 nm. Aliquotas de 250 uL de substrato sdo pré-
incubadas por 3 min a 37° C. Adiciona-se 25 pL da amostra de sobrenadante,
homogeneiza e realiza a leitura da absorbancia em 340 nm nos tempos de 1 e 3 min a 37°
C no espectrofotometro. A atividade do LDH € calculada seguindo as especificacdes do
fabricante:

A=[(A1-A2/2)] x 1746,03
Onde:
A = atividade da enzima LDH na amostra em U/L;
Al = absorbéancia inicial (1 min) a 340 nm
A2 = absorbéancia final (3 min) a 340 nm;
1746,03 = fator de calculo estipulado pelo fabricante para volume de amostras de
25 L.
A toxicidade das Gotas Arthur de Carvalho sera avaliada em 3 experimentos

independentes, realizados em triplicata.

¢) Teste de citotoxicidade por MTT (Mosmann, 1983)

E um método colorimétrico para determinar a viabilidade celular e se baseia
no fato do MTT, um sal de coloracdo amarela, ser reduzido pelo sistema enzimatico
succinato-tetrazol redutase que forma parte da cadeia respiratoria da mitocéndria, ao sal
de Formazan, de cor roxa. A auséncia do MTT indica uma diminui¢do da atividade

metabolica celular, ou seja, na viabilidade celular.
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Neutrdfilos (2,5 x 10° céls/mL) sdo incubados por 15 min a 37° C na presenca
de GAC (0,1, 1,6 e 10pg/mL), veiculo (agua destilada), Hanks e Triton X-100 0,2% em
placas de 96 pogos e com atmosfera de CO». Decorrido esse periodo, a placa é
centrifugada a 2000 rpm por 15 min a 25°C e o sobrenadante descartado e incubado em
uma nova solucdo contendo 10% de MTT (10mg/mL), incubado por mais 3 hs. Por fim,
a placa € centrifugada novamente nas mesmas condicGes, o sobrenadante descartado e
adicionado 150 pL de DMSO puro para a lise das células e solubilizagdo do formazan.
As placas sdo entdo agitadas durante 15 min com o auxilio de um agitador de placas e a
absorbancia medida em leitor de microplacas a 540 nm. Os experimentos sdo realizados

em quintuplicata e repetidos em 3 dias diferentes.

d) Determinacédo da toxicidade pelo método do MTT em células HEPG-2.
(PENG et al., 2005)
A determinacéo da citotoxicidade na presenca das Gotas Arthur de Carvalho
foi realizado através do método de MTT que se baseia no uso do corante (3[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-brometo difenil tetrazolium). Este ensaio € apropriado para se
determinar espectrofotometricamente o nimero total de células como func¢éo da atividade
mitocondrial intacta, ou seja, células vivas. Células de figado humano, linhagem HEPG2,
cultivadas em cultura de monocamada em meio DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). Inicialmente, as células sdo removidas da incubadora, levadas a
capela de fluxo laminar e distribuidas nas placas de pocos maltiplos (96 pocos). As células
sdo plagueadas na concentragéo de 7,5 x10* células/mL e as concentragdes utilizadas do
farmaco foram 400, 1000, 200, 4000 pg/mL e incubadas por 24 h. Apos esse periodo serd
retirado o meio com excesso de farmaco e adicionada uma solugdo de MTT na
concentracdo de 5 mg/mL. A cultura é conduzida a incubadora por 4 horas. Ap6s o
periodo de incubacdo, as células foram removidas da estufa de CO2 e os cristais de
formazam resultantes foram dissolvidos pela adicdo de isopropanol. A leitura das placas
ser determinada por um sistema espectrofotométrico de microplacas (ELISA) Synergy
HT Biosystems no comprimento de onda (1) 560 nm descontando-se a absorbancia de

fundo (A = 690 nm).
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4.6. AVALIACAO DO EFEITO DAS GOTAS ARTHUR DE CARVALHO NO
SISTEMA GASTRINTESTINAL

4.6.1. Avaliacdo do efeito das Gotas Arthur de Carvalho® no transito intestinal
normal em camundongos (Stickney&Northup, 1959).

Camundongos Swiss, machos, 25-30g, em jejum de sélidos de 12h, foram
divididos em grupos de 8 animais cada e tratados, via oral, com veiculo (agua destilada)
ou Gotas Arthur de Carvalho® (GAC), nas doses de 100, 200 ou 400mg/kg, em um
volume de 10mL/kg. Morfina, agonista opidide, foi utilizado como controle positivo na
dose de 2,5mg/kg, por via subcutanea. Apos 60 minutos dos tratamentos orais (veiculo
ou GAC) e 30 minutos da administragcdo da morfina, os animais receberam, por via oral,
0 marcador, uma mistura de 10% de carvao ativado e 5% de goma ardbica em agua
destilada, em um volume de 10mL/kg. Decorridos 30 minutos da administracdo do
marcador, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, e removidos o
estdmago e o intestino até o reto. Realizou-se entdo a medida do comprimento total do
intestino (da regido gastropildrica até a juncdo ileocecal) e a distancia percorrida pelo
marcador que contivesse pelo menos 1 centimetro continuo de marcador. A percentagem
de percurso do marcador foi calculada em funcdo do comprimento total do intestino pela
seguinte férmula:

Transito Intestinal (%) = Distancia percorrida pelo marcador ~ x 100

Comprimento total do intestino delgado
4.6.2. Avaliacdo do efeito das Gotas Arthur de Carvalho®sobre o transito

gastrintestinal induzido por betanecol em camundongos (Stickney&Northup, 1959).

Camundongos Swiss, machos, 25-30g, em jejum de sélidos de 12h, foram
divididos em grupos de 8 animais cada e tratados, via oral, com agua destilada, Gotas
Arthur de Carvalho®, nas doses de 100, 200 ou 400mg/kg, ou atropina na dose de 5mg/kg,
em um volume de 10mL/kg. Ap6s 60 minutos dos tratamentos orais 0s animais receberam
betanecol (10mg/kg, s.c.), um agonista muscarinico de acdo direta, e apds 60 minutos
todos os animais receberam, por via oral, 0 marcador do transito intestinal, uma mistura
de 10% de carvéo ativado e 5% de goma ardbica em agua destilada, em um volume de
10mL/kg (Baggio et al., 2009). Decorridos 30 minutos da administracdo do marcador, 0s
animais foram sacrificados, por deslocamento cervical, e removidos o estdmago e o

intestino até o reto. Realizou-se entdo a medida do comprimento total do intestino (da
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regido gastropilodrica até a juncdo ileocecal) e a distancia percorrida pelo marcador que
contivesse pelo menos 1 cm continuo de marcador. A percentagem de percurso do
marcador foi calculada em fungdo do comprimento total do intestino pela seguinte

férmula;

Transito Intestinal (%) =  Distancia percorrida pelo marcador x 100

Comprimento total do intestino delgado
4.6.3. Avaliagdo do efeito das Gotas Arthur de Carvalho® sobre o volume secretério

e acidez géstrica total em ratos com ligadura pilorica (Shay et al., 1954).

Ratos Wistar, machos, pesando entre 200-250g, em jejum de sélidos de 12
horas, foram divididos em grupos de 6 animais cada e anestesiados com xilazina
(10mg/kg, i.p.) e ketamina (90mg/kg, i.p.). Apds a anestesia, a cavidade abdominal foi
aberta cirurgicamente e realizada a ligadura pilérica com fio de algoddo. Imediatamente
apos a ligadura pilérica, foi administrado, por via intraduodenal, veiculo (agua destilada),
Gotas Arthur de Carvalho® (100, 200 e 400mg/kg) ou cimetidina (2mg/kg). Foi realizada
sutura para o fechamento da cavidade abdominal, os animais foram alocados em gaiolas
e apds 4 horas da ligadura pilorica, os animais foram sacrificados. A cavidade abdominal
foi aberta, a cardia foi amarrada, com auxilio de fio de algoddo, para evitar a perda do
contetido gastrico, e o0 estbmago retirado, lavado externamente com salina, e aberto pela
grande curvatura e coletado o conteido gastrico em tubo de ensaio. O volume obtido foi
centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante do suco gastrico foi coletado e
transferido para a proveta para determinacdo do volume de suco gastrico (mL). A acidez
gastrica total foi determinada através da titulacdo de todo o conteddo de suco gastrico

com NaOH 0,1 N utilizando-se fenolftaleina como indicador acido-base.

4.6.4. Avaliagdo do efeito das Gotas Arthur de Carvalho no modelo animal de
nocicepcao visceral induzida por 6leo de mostarda (KIMBALL et al., 2005; LAIRD
et al., 2001).

Camundongos Swiss machos (n=8/grupo) foram tratados com veiculo (agua,
10ml/kg, v.0.), Gotas Arthur de Carvalho (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) ou morfina (5
mg/kg, s.c.) 30 min antes do 6leo de mostarda intracoldnico (0,75% em salina 0,9%; 50

uL/animal). O numero de comportamentos relacionados a dor (lamber abdémen,
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piloerecdo, arrastar o abdémen contra o solo, contorcdo e retracdo abdominais) foram
contados por 20 minutos imediatamente ap06s a instilacdo de 6leo de mostarda. Um grupo

controle normal que recebe apenas salina por via intracolonica foi incluido no estudo.

4.6.4.1. Estudo do envolvimento do sistema opioide

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais e tratados com
veiculo (agua destilada; 10ml/kg, v.0.), Gotas Arthur de Carvalho (400 mg/kg,v.0.) ou
morfina (5mg/kg, s.c.) 1 hora antes de receberem 6leo de mostrada intracolénica (0,75%
em salina 0,9%, 50uL/animal) através de uma canula fina com ponta arredondada, com 1
mm de didmetro externo. Foram introduzidos 4 cm de comprimento da canula via
intracol6nica para a injecdo do 6leo de mostarda e utilizada vaselina sdlida no local para
evitar a estimulacdo da regido perianal pela administracdo. O papel do sistema opidide
foi avaliado pela administracdo de naloxona (2mg/kg, i.p.) 30 min., antes da morfina ou
concomitantemente com as GAC.

O numero total de comportamentos relacionados & dor (lamber abdémen,
arrastar-se contra o solo, contorcao e retragdes abdominais) foi contado por 20 minutos

apos a administracdo intracolénica do 6leo de mostarda.

4.6.4.2. Estudo do envolvimento do sistema adrenérgico

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais e tratados com
veiculo (agua destilada; 10ml/kg, v.0.), Gotas Arthur de Carvalho (400 mg/kg,v.0.) ou
clonidina (0,1mg/kg, i.p.) 1 h antes de receberem 6leo de mostrada intracolénica (0,75%
em salina 0,9%, 50uL/animal) através de uma canula fina com ponta arredondada, com 1
mm de didmetro externo. Foram introduzidos 4 cm de comprimento da céanula via
intracol6nica para a injecdo do 6leo de mostarda e utilizada vaselina sdlida no local para
evitar a estimulacdo da regido perianal pela administragdo. O papel do sistema
adrenérgico foi avaliado pela administracdo de ioimbina (2mg/kg, i.p.) 30 min. antes da
clonidina ou concomitantemente com as GAC.

O numero total de comportamentos relacionados a dor (lamber abdémen,
arrastar-se contra o solo, contorcao e retragdes abdominais) foi contado por 20 minutos

apos a administragéo intracolénica do 6leo de mostarda.
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4.6.4.3. Estudo do envolvimento dos canais de K+

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais e tratados com
veiculo (agua destilada; 10ml/kg, v.0.), Gotas Arthur de Carvalho (400 mg/kg,v.0.) ou
diazoxido (10mg/kg, i.p.) 1 h ou 30 min. antes de receberem 6leo de mostrada
intracol6nica (0,75% em salina 0,9%, 50uL/animal) através de uma cénula fina com ponta
arredondada, com 1 mm de didmetro externo. Foram introduzidos 4 cm de comprimento
da canula via intracol6nica para a injecdo do 6leo de mostarda e utilizada vaselina sélida
no local para evitar a estimulacdo da regido perianal pela administragdo. O papel dos
canais de K+ foi avaliado pela administracéo de glibenclamida (2mg/kg, i.p.) 30 minutos.,
antes do diazoxido ou concomitantemente com as GAC.

O numero total de comportamentos relacionados a dor (lamber abdémen,
arrastar-se contra o solo, contorcao e retragdes abdominais) foi contado por 20 minutos

apos a administracao intracol6nica do 6leo de mostarda.

4.6.5 Efeito das Gotas Arthur de Carvalho na avaliacdo da atividade motora: teste
do campo aberto (CAPAZ et al., 1981)

A atividade motora espontanea dos animais foi determinada atraves no ensaio
do campo aberto, para determinar a atividade sedativa/depressora no Sistema Nervoso
Central, utilizando um campo aberto quadrangular, de 30 cm de lado, com demarcacbes
de 9 quadrados iguais de 10 cm.

Camundongos foram separados em 5 grupos de 8 animais, distribuidos:
Grupo | - veiculo (agua destilada, 10mg/kg, v.0.),

Grupo Il - salina (solucédo 0,9%, 50 uL, v.0.),
Grupo 111 -GAC (400 mg/kg, v.0.),
Grupo IV - GAC 400 mg/kg + 6leo de mostarda (0,75%, 50 pL, i;c.)
Grupo V - veiculo + dleo de mostrada (0,75%, 50 L, i.c.).

Os animais foram levados ao campo aberto, ambientados por 1 min e em seguida
observados durante 4 minutos quanto ao nimero de campos explorados, quantidades de
bolos fecais e os fendmenos de grooming e roaring (cogar o focinho e levantar as duas

patas dianteiras).
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4.6.6 Avaliacdo do efeito das Gotas Arthur de Carvalho no modelo animal de
dispepsia (VERA et al., 2006 modificado)

Para a avaliacdo do efeito das GAC sobre a dispepsia, animais foram
experimentados sobre 0 parametro “pica” (em inglés, que significa o comportamento de
ingestdo de substancias ndo-nutritivas), parametro observado em roedores com inducao
de émese. Nessa etapa foi preparada um tipo de racéo especial: racdo de caolim (pellets-
1% de goma aradbica/agua e caolim) para a mensuracdo desse comportamento.

Ratos Wistar machos, pesando entre 250-300g, foram divididos em grupos de
6 animais cada e acondicionados individualmente em gaiolas de polipropileno. Uma
semana antes de comecar o experimento, os animais foram habituados ao isolamento e &
racdo de caulim, assim como o ambiente e a manipulacdo. Apds esse periodo de
adaptacdo, os animais receberam no dia 1, as 9 horas da manhd, veiculo (dgua 10 mg/kg,
v.0.), Gotas Arthur de Carvalho® (GAC, 100, 200 e 400mg/kg, v.0.) ou ondansetrona —
antagonista dos receptores 5-HT3, utilizadona clinica como agente antiemético - (Img/kg,
v.0.) e imediatamente apds cisplatina — agente quimioterdpico, que possui a émese como
principal efeito adverso - (1 mg/kg; i.p.). Aos animais foi oferecido ragdo padréo e ragao
de caulim previamente pesadas e colocadas separadamente nas gaiolas. Apo6s o periodo
de 7 dias, os animais receberam novamente a administracdo das drogas e veiculo
(cisplatina, GAC e ondansetrona), sendo repetido durante 5 semanas.

Diariamente foi registrado o consumo (em gramas) de racdo padrao e de ragéo
de caulim. A pesagem corporal dos animais foi realizada semanalmente. No final da 52
semana, os animais foram sacrificados, os estdbmagos retirados, pesados e determinado o

volume de contetdo gastrico.

4.6.7. Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre a diarréia induzida por 6leo de
ricino (1ZZO et al., 1992).

Camundongos Swiss, machos, mantidos em jejum de solidos de 12 horas
antes do inicio do experimentos foram divididos em grupo de 8 animais. O controle (dgua
destilada,10ml/kg) e as Gotas Arthur de Carvalho (100,200 e 400mg/kg) e loperamida-
antidiarréico, que atua agonista opidide - (20mg/kg),usado como controle positivo do
experimento, foram adminstrados por via oral e decorridos 60 minutos, 0s animais

receberam bleo de ricino (0,2 ml/animal, v.0.). Os animais foram colocados em caixas
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individuais e 2 horas ap6s a administracdo de 6leo de ricino foram registradas as
quantidades de fezes, em mg, eliminadas de cada animal, bem como a perda de peso
corpdreo. A quantidade de fezes eliminada foi registrada em termos da quantidade de

fezes eliminada por quilo de peso corpdreo do animal.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism
4.0 (USA). Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM.)
e a comparacdo entre as médias foi realizada utilizando-se o teste “t” de Student,
comparacao entre duas médias, ou andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey e Newman-Keuls. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.

5 RESULTADOS
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5.1 Avaliacao da toxicidade das Gotas Artur de Carvalho em roedores
5.1.1 Toxicidade aguda em camundongos
5.1.1.4 Observagéo clinica:

Na avaliacdo da toxicidade aguda do fitoterapico GAC (250 a 2000 mg/Kg,
v.0.) em camundongos de ambos os sexos foi observado que o grupo tratado com a menor
dose ndo apresentou a alteracdo de comportamento durante todo o periodo observacéo
(14 dias) em relacdo ao controle (Tabela 3). Para os animais tratados com as GAC na
dose de 500mg/kg, apenas um animal (16,7 %) apresentou letargia 30 minutos apds o
tratamento, sendo esse sinal ndo mais observados aproximadamente 120 minutos ap6s o
tratamento. Na mesma dose as fémeas (33,3%) apresentaram diarreia 30 minutos ap6s o
tratamento, que manteve-se até 24 horas apds o tratamento.

Diarreia, analgesia e piloerecdo foram sinais observados nas fémeas tratadas
com as GAC na dose de 500 e 1000 mg/kg. Contudo, foram revertidos 3 horas ap6s o
inicio do tratamento.

Na dose mais alta (2000 mg/kg), todos os camundongos machos apresentaram
piloerecdo e comportamento letargico. Enquanto, nessa mesma dose, as fémeas
apresentaram respiracdo ofegante, comportamento letargico e sem resposta a estimulos
externos. Entretanto, ndo foi observada morte de nenhum animal em nenhuma das doses
testadas, o que nos leva a estimar que a DLsg das Gotas Arthur de Carvalho seja superior

a 2000mg/kg, por via oral, em camundongos.

Tabela 3 - Sinais clinicos de toxicidade aguda observados em camundongos apos a

administracéo oral de Gotas Arthur de Carvalho.
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Dose Sexo T/M Sinais clinicos de toxicidade
(ma/kg) observados/ Duracdo: Inicio -término
(min)
M 6/0 -
250 F 6/0 -
M 6/0 Sonoléncia / 30-120
500 F 6/0 Diarréia / 30
M 6/0 Reflexo alterado, analgesia,diarreia /
1000 30-180
F 6/0 Piloerecdo e diarréia /15-180
M 6/0 Piloerecéo, letargia, analgesia / 30-
2000 120
F 6/0 Piloerecdo, letargia, analgesia / 30-
120

M: camundongos machos. F: camundongos fémeas. T/M: nimero de animais tratados/nimero de

mortos. Nimero de animais: n=6. Os animais foram observados em varios instantes nas primeiras

24 horas apds o tratamento e periodo total de 14 dias de observagéo.

5.1.1.5 Desenvolvimento ponderal dos animais:
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A Figura 12 mostra a evolucéao de peso corpéreo dos camundongos de ambos
0s sexos tratados de forma aguda com as Gotas Arthur de Carvalho®. Observou-se que
durante os 14 dias de observacdo apos tratamento com o fitoterapico, os camundongos
fémeas ndo houve perda ou ganho de peso corpdreo significativos, em relacdo ao controle
durante os 14 dias de observacao ap0s o tratamento com as GAC (250-2000 mg/kg, v.0.).
Em relacdo aos camundongos machos, estes mostraram um perfil de ganho de peso
comparavel ao grupo controle, porém apds a primeira semana apenas o grupo tratado com
GAC - 2¢g/Kg manteve crescente 0 ganho de peso, enquanto os demais grupos
decresceram a semelhanca do controle, ou mantiveram-se praticamente com mesmo peso

corporal ao final da segunda semana.

Figura 12 - Evolucdo ponderal de camundongos submetidos a avaliacdo da

toxicidade aguda do fitoterdpico Gotas Arthur de Carvalho (GAC).
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Os animais foram pesados semanalmente. Os resultados sdo expressos como média +

E.P.M. da variacao de peso em gramas ap0s 14 dias de observacdo. A: fémeas. B: machos

5.1.2.3 Parametros bioquimicos e hematoldgicos
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Diante dos sinais clinicos observados pelo tratamento dos animais com as

GAC (250-2000mg/kg, v.0.), os estudos de toxicidade aguda prosseguiram com a

avaliacdo dos efeitos do fitoterdpico administrados nas maiores doses sobre 0s parametros

bioquimicos e hematoldgicos dos animais. Nesse contexto, ndo foram observadas

alteracdes bioquimicas significativas dos grupos testados em relagdo ao grupo controle,

com excec¢do para os niveis de glicose dos camundongos machos tratados com a maior

dose, que mostraram um aumento na glicemia (151,2 + 4,4 mg/dL) em relagdo ao controle

(117,2 £ 9,6 mg/dL), com um incremento da ordem de 29% (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeitos das Gotas Arthur de Carvalho sobre parémetros bioquimicos de

camundongos de ambos 0s sexos na toxicidade aguda com as Gotas Arthur de Carvalho®.

PARAMETROS SEXO CONTROLE 100(3%(;/@ goocgf\ncé/kg
GLICOSE f 94,33+ 1,80 97,00 + 4,20 95,83+ 12,31
(mgy/dl) m 117,2 + 9,63 135,8 + 7,23 151,2 + 4,43
UREIA f 39,50 + 2,02 39,50 + 3,67 36,00 + 3,09
(mgy/dl) m 3367+ 138 41,50 + 1,89 42,50 + 4,20
CREATININA f 0,4433 + 0,021 0,3733+0,023 0,3733+0,023
o) ; 0,3217 + 0,062 04083+ 0,004 DI EOO
AST /TGO f 89,17 + 4,05 96,50 + 4,10 97,50 + 5,29
(UIL) m 93,33+ 4,91 88,83 % 3,00 97,17+ 6,77
ALTITGP f 53,50 + 7,79 52,33+ 4,32 66,33 + 5,10
(UiL) m 38,17 £ 4,11 27,00 + 2,03 28,83 £ 3,06

Valores expressos como média = E.P.M. dos grupos com 8 animais cada. Machos e fémeas sdo

representados como m e f, respectivamente. * p< 0,05 vs controle (ANOVA, teste de Tukey).



Tabela 5 - Efeitos das Gotas Arthur de Carvalho sobre pardmetros hematoldgicos de camundongos de ambos 0s sexos

na toxicidade aguda com as Gotas Arthur de Carvalho®.

GAC GAC
~ CONTROLE
PARAMETROS SEXO 1000 ma/kg 2000 ma/kg
HEM f 8,52 + 0,136 8,71 + 0,376 7,95 + 0,42
(g/dL) m 8,54 +0,17 8,75+ 0,18 8,43+ 0,23
HGB f 13,92 + 0,24 14,10 + 0,89 13,28 + 0,72
(g/dL) m 13,77 + 0,36 14,28 + 0,41 13,68 + 0,48
f 46,40 + 0,59 46,53 + 0,59 43,65+ 2,79
0,
HTC (%) o 48,12 + 1,59 48,98 + 1,52 46,32 1,70
f 54,43 + 0,31 53,30 + 0,82 54.80 + 1,22
VCM
fL
(fL) m 56.24 + 0,98 55.90 + 0,73 54,88 £ 0,82
16,32 + 0,14 16,15 + 0,36 16,70 + 0,44
HCM f
(g/dL) m 16,10 + 0,14 16,31 + 0,20 16,22 + 0,23
CHEM f 30,35 + 0,30 30,28 + 0,34 30,48 + 0,55
(g/dL) m 28.64 + 0,28 29.17 + 0,17 29,55 + 0,16*




GAC GAC
PARAMETROS CONTROLE
1000 mg/kg 2000 mg/kg
11,92 + 0,47 13,80 + 1,13 12,90 + 1,17
RDW (%)
11,27 + 0,27 11,60 + 0,04 12,13 +0,42
LEU 2600 + 0,29 3075 + 0,47 3600+ 0,17
(10%/puL)
3883 +673,5 3450 + 520,7 2883 + 199,0
16,67 + 1,83 15,50 + 2,21 18,25+ 1,79
NEU
(10%/pL)
24,17 + 2,08 15,33 + 1,20* 8,83 +1,01*
BST 0 0 0
(10%/pL)
0 0 0
SEG 16,67 + 1,83 15,50 + 2,21* 18,25 +1,79*
(10%/pL)
24,17 + 2,08 15,33+ 1,20 8,83+ 1,01
LIN
(10%,L) 81,17 + 2,27 81,50 + 2,39 77,7521
66,00 + 4,95 82,17 + 1,30* 88,67 + 0,98*
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1,83+ 0,30 2,50 + 0,64 275+ 047
MON
3
(107/uL) m 3.66 + 0,42 2.16 + 0.40* 2,16 +0,30*
EOS f 0,50 + 0,22 0,50 + 0,28 0,75 +0,25
(10%/uL)
m 0,667 + 0,33 0,334+ 0.21 0.334 +0,21
BAS f 0 0 0
(10%uL) m
oLT f 978,0 + 87,19 910,0 + 123.1 1162 + 2511
(10%/uL)
m 1285 + 143 1260 +80,1 1291 + 96,81

Valores expressos como média £ E.P.M. dos grupos com 8 animais cada. Machos e fémeas sdo representados como m e

f, respectivamente. * p< 0,05 vs controle (ANOVA, teste de Tukey).
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5.1.2 Toxicidade de doses repetidas das Gotas Arthur de Carvalho em ratos

5.1.2.1 Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Com base nos resultados obtidos no estudo de toxicidade aguda e considerando 0s
guias para estudos de toxicidade ndo-clinica (BRASIL, 2010), foi realizado o estudo de
toxicidade de doses repetidas com o tratamento diario dos animais de ambos 0s sexos com
as GAC, por via oral, nas doses 250, 500 e 1000 mg/kg durante 30 dias. Durante este periodo,
0s ratos submetidos ao tratamento apresentaram aspecto sadio, bom estado geral, sem
ocorréncia de qualquer alteracdo do aspecto fisico das mesmas. O tratamento dos animais
(machos e fémeas) com as Gotas Arthur de Carvalho® por via oral durante 30 dias, ndo
alterou o desenvolvimento ponderal dos animais, pois ndo houveram diferencas
significativas dos grupos tratados com o fitoterapico (250, 500 e 1000 mg/kg) em relacdo ao
grupo controle como pode ser observado na Figura 13.

O tratamento subcronico dos animais com as GAC (250 — 1000 mg/Kg) promoveu um
maior nimero de alteracdes bioquimicas nas fémeas em relacdo aos machos. As fémeas
tratadas principalmente com a maior dose de GAC, mostraram aumento significativo no
nivel de glicose (97,38 + 4,88) e reducdo de triglicérides (30,13 + 2,99) e de amilase (556,7+
34,3) quando comparados ao grupo controle (71,38 + 5,13; 43,13 + 4,71; 563,2 + 31,3,
respectivamente). Em relacdo aos machos, estes tratados com maior dose apresentaram um
aumento na glicemia (114,3 £ 9,76) em relacdo ao controle (83,29 + 3,16) (Tabela 6). Em
algumas circunstancias embora o tratamento com GAC tenha induzido alteragdes em parte
dos pardmetros bioquimicos investigados, estas mantiveram-se dentro da faixa de
normalidade (para fémeas, valor de referéncia dos niveis de glicose 59,59 - 107,15 e para
machos para 0 mesmo parametro: 75,57-126.65), baseado em valores de referéncia em

estudo anterior do nosso laboratério (LEAL et al., 2003).
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Tabela 6 - Efeitos das Gotas Arthur de Carvalho sobre pardmetros bioquimicos de ratos apos serem

submetidos ao tratamento diario com as Gotas Arthur de Carvalho® durante 30 dias.

PARAMETROS SEXO GAC GAC GAC
CONUROLE 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg
* *
GLICOSE ; 71,38 + 5,13 106,1 + 4,17 88,86 + 4,69 97,38 + 4,88
(mg/dl) o 83,29 + 3,16 80,63 + 4,57 8538 + 5,71 1143 +9 76*
¢ 48,63 + 2,07 52,38 + 4,17 46,43 + 1,25 46,50 + 2,37
UREIA
60,88 + 1,02
(mg/dl) m 50.00 + 1.46 4775+ 1,63 53,57 £2,19
f 0,7275 + 0,036 0,6725 + 0,02 0,759 + 0,31 0,7775 + 0,04
CREATININA 0,7571 + 0,03
L) . 0,720+ 0.047 0,7375 + 0,02 0,800 + 0,02
COLESTEROL f 41,75+ 2.76 54,00 + 4,47 48,57 + 5,69 49,75 + 4,12
(mg/dl) m 69,57 + 2,61 73,38 + 4,37 72,13+ 3,21 65,71 + 5,13
HDL f 57,88 + 3,79 64,25 + 3,57 56,71 + 4,42 60,50 + 3,41
(mg/dl) m 62,38 + 4,32 62,00 + 2,63 55,29 + 5,35
59,57 + 2,24
TRIGLICERIDES f 43,13 + 4,71 37,38 + 2,80 30,57 + 2,33 30,13 + 2,99*
(mg/dI)
m 103,6 + 5,56 1034+ 7,17 80,38 + 6,50 83,71 + 5,97
160 ; 70,00 + 4,49 54,25 + 2,73* 58,14 + 3,18 53,00 + 2,58*
(UiL) . 100,7 + 4,69 093,88+ 274 105,4 + 4,98 92,43+4,13
TGP f 19,88 + 2,20 17,13+ 1,09 21,20+ 1,17 20,00 + 1,85
(UIL)
m 35,00 + 1,83 31,50 + 1,44 38,75+ 1,20 3357+ 171
f 5632 + 31,3 503,6 + 31,57 480.6 + 43,17 556,7 + 34.36
AMILASE
(U/L) m
937,1 + 33,86 893,90 + 30,61 852.4 + 21 31 964.1 + 49 53

Valores expressos como média £ E.P.M. dos grupos com 8 animais cada. Machos e fémeas sdo

representados como m e f, respectivamente. * p< 0,05 comparado com o grupo controle (ANOVA,

teste de Tukey).
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Os parametros hematoldgicos (hemograma completo e contagem total e
diferencial de leucdcitos) foram avaliados ap6s o término do tratamento com as GAC
por via oral. Foram observadas algumas alteracfes significativas (machos e fémeas),
com maior incidéncia nas fémeas. Alguns parametros sanguineos que foram alterados
pelo tratamento com GAC, principalmente com maior dose mantiveram-se dentro da
faixa de normalidade (LEAL et al.,2003), exceto as plaquetas do grupo fémeas tratadas
(Tabela 7).

Os animais de ambos os sexos foram tratados com GAC por via oral, nas
doses 250, 500 e 1000 mg/Kg, durante 30 dias. Durante este periodo, os ratos
submetidos ao tratamento apresentaram aspecto sadio, bom estado geral, sem ocorréncia

de qualquer alteracdo fisica e comportamental.

Os registros da massa corporal dos animais tratados durante 30 dias com
GAC (250 — 1000 mg/Kg, v.0.) estdo descritos na Figura 13. As ratas mostraram uma
perda de massa corpoOrea na segunda semana de tratamento, entretanto, o grupo controle
também apresentou essa mesma variacdo. No restante do periodo de tratamento o peso
foi normalizado em todos os grupos, tanto os tratados quanto o controle. Tanto 0s grupos
controle quanto tratados apresentaram um crescimento na massa corporal durante as 4
semanas de tratamento, ndo sendo observado uma diferenca significativa entre esses

grupos.
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Figura 13 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho na evolugdo ponderal de
ratos submetidas ao tratamento diario com GAC durante 30 dias.
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Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. da variacdo de peso em gramas
apos 30 dias de observacdo. A: fémeas. B: machos
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Durante o estudo os animais foram avaliados no 15° e 30° dia ap06s o
tratamento com GAC (250, 500 e 1000 mg/Kg, v.0.) através da avalia¢do da bioquimica
do plasmatica e analise hematoldgica. Os resultados obtidos nas avaliagcdes bioquimicas
e hematologicas nao diferiram. As alteragdes observadas foram mais frequentes nas
ratas.

A Tabela 6 mostra os parametros bioquimicos dos ratos (machos e fémeas)
tratados com GAC (250, 500 e 1000 mg/Kg) durante 30 dias. Os niveis de glicose das
fémeas tratadas com GAC 250 e 1000 mg/Kg (106,1 + 4,17 e 97,38 + 4,88 mg/dL,
respectivamente) aumentaram significantemente em relagéo ao grupo controle (71,38 +
5,13 mg/dL). Os ratos por sua vez apresentaram um aumento na glicemia somente
guando tratados com a maior dose de GAC (114,3 £ 9,76 mg/dL) em relacdo ao controle
(83,29 + 3,16 mg/dL).

O tratamento das ratas com GAC (1000 mg/Kg, v.0.) reduziu os niveis de
triglicérides (30,13 £ 2,99 U/L) quando comparado ao grupo controle (43,13 + 4,71
U/L). Ainda, os niveis de AST e de amilase foram significativamente reduzidos nas
fémeas tratadas com a maior dose de GAC (AST: 53,00 + 2,58U/L; amilase: 556,7 +
34,36 U/L) em relacéo ao grupo controle (AST: 70,00 + 4,45U/L; amilase: 563,2 + 31,3
U/L).

A Tabela 7 mostra a avaliacdo dos parametros hematoldgicos de ratos de
ambos 0s sexos tratados com as GAC (250, 500 e 1000 mg/Kg, v.0.) diariamente por 30
dias. Ao contrario dos ratos as ratas tratadas com GAC principalmente na maior dose
apresentaram um maior numero de alteracbes hematoldgicas, mostrando aumento
significativo no numero de hemécias (GAC: 7,46 + 0,11 milhdes/ mm?3; controle: 5,34
+ 0,35 milhdes/ mm?3), hematdcrito (GAC: 45,65 + 0,50 %:; controle: 41,08 + 1,72 %) e
plaquetas (GAC 2177 + 11,73 mm?; controle: 913,3 + 48,96 mm?®), com um incremento
de cerca de 2 vezes em relagdo ao controle. Por outro lado, foi verificado que o
tratamento das ratas com GAC 1000 mg/Kg reduziu significativamente o valor de RDW
(15,41 + 0,50 %) em relacdo ao controle (18,36 + 0,79 %).

O tratamento dos ratos com GAC (250 mg/Kg, v.0.) causou um aumento
significativo no numero de segmentados (20,25 + 1,57 %) em relacdo ao controle (12,43
+ 2,03 %). Na mesma dose 0s ratos apresentaram também uma diminuicao significativa
no namero de linfocitos (76,75 + 1,77 %; controle: 83,86 + 2,32 %).



Tabela 7- Efeitos das GAC® sobre parametros hematoldgicos de ratos apos tratamento diario durante 30 dias.

PARAMETROS CONTROLE
GAC 250 GAC 500 GAC 1000
6,34 £ 0,35 7,0+0,11 7,51 +0,14* 7,46 £0,11*
HEM
(108/ mm?d)
8,16 + 0,08 8,03+0,13 7,88 £0,15 8,01 + 0,09
HGB 13,88 + 0,62 14,71+ 0,16 15,43+ 0,17 14,96 + 0,48
(g/dL)
15,87 £ 0,21 15,78 £ 0,17 15,56 £ 0,21 15,99 + 0,28
41,08+ 1,72 42,76 + 0,50 45,74 + 0,651* 45,65 + 0,50*
HTC (%)
49,21 +0,48 48,49 + 0,71 47,29+ 0,84 48,33+ 0,81
63,23 + 0,95 61,16 + 0,97 60,97 + 0,83 61,18 + 0,58
VCM
(fL)
60,30 + 0,61 60,39 + 0,39 60,05 + 0,56 60,29 + 0,44
HCM 21,33+0,35 21,08 £ 0,35 20,57 £ 0,37 20,09+ 0,43

(pg)



CHCM
(%)

RDW (%)

NEU

(%)

LEU

BST
(%)

19,46 + 0,22

33,75+ 0,37

32,26 £0,21

18,36 £ 0,79

15,66 + 0,41

17,25+ 2,13

12,43+ 2,03

4,57 +0,48

6,58 + 0,37

19,66 + 0,21

34,41+ 0,27

32,55+0,19

16,96 + 0,38

16,06 + 0,30

20,50 £ 2,15

20,25+ 1,57*

5,25+0,65

6,52 £ 0,65

19,81 + 0,27

34,00 £ 0,32

32,99 £ 0,29

16,69+ 0,61

15,43 +0,28

20,14 + 3,38

17,88 + 1,72

4,60 +0,70

6,72+0,73

19,96 + 0,23

35,23+1,78

33,07 0,24

15,41 + 0,50*

15,63 +0,42

20,75+ 2,95

15,43 + 1,37

5,61 +1,02

7,58 + 0,62



SEG
(%)

LIN
(%)

MON
(%)

EOS
(%)

BAS
(%)

PLT
103/ mm3

17,25+ 2,13

12,43+ 2,03

80,75+ 2,19

83,86 + 2,32

1,25+ 0,36

2,28+0,18

0,50+0,18

1,42 £ 0,29

0,125+ 0,125

754,6 + 48,96

943, 0 +59,4

20,50 + 2,15

20,25+ 1,57*

77,63 2,27

76,75+ 1,77

1,25+0,36

2,25+ 0,36

0,625 £ 0,37

0,75+0,16

993,0+48,8

897,4 +38,85

20,14 + 3,38

17,88 +1,72

77,43 £ 3,23

78,63+ 1,41

0,85+0,26

2,00+£0,32

1,00+ 0,30

1,50 £ 0,62

931,3 £ 28,52

728,1 +35,8

20,75+ 2,95

15,43+ 1,37

78,13 + 3,22

81,43+1,34

1,87 +£0,47

2,00+ 0,30

0,5+0,18

1.14+0,26

1029 +45,49*

804,8 +49,18

86
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5.1.3 Analise histopatoldgica

Foi realizada necropsia de todos os animais submetidos ao experimento, 0s
tratados com as GAC (250, 500 e 1000 mg/kg) e controle (veiculo=agua). A avaliacédo
necroscépica incluiu exames das cavidades e dos 6rgdos dos animais para verificacao de
algum sinal macroscopico de toxicidade. Nessa avaliacdo, ndo houve alteragdes
macroscopicas em nenhum dos érgdos ou cavidades dos animais.

Na avaliacdo microscopica, os 6rgdos dos animais do grupo controle foram
utilizados como referéncia em relagao aos grupos tratados com o fitoterapico em estudo.
As leituras das laminas dos figados dos animais do grupo controle mostraram uma
arquitetura preservada, sem sinais de necrose nos hepatécitos, com presenca de células
de gordura e pontos isolados de inflamacdo em algumas amostras. Nos animais tratados,
a arquitetura dos orgdos foi preservada, e a leitura das ldminas dos intestinos e estdmago
de todos os animais ndo apresentaram alteracdes significativas. Ja a referida leitura do
figado, rins pulmdes dos animais de todos os grupos (tratados e controle) de ambos os
sexos pode-se observar a presenca de alguns sinais inflamatorios, como congestéo e
edema (Figuras 14 e 15).

Nos animais tratados com a maior dose do fitoterapico Gotas Arthur de
Carvalho, (1000mg/kg), a avaliacdo microscépica dos figados mostrou-se preservada,
sem sinais de necrose ou apoptose, mas com a presenca de células de gordura e sinais de
congestdo do vaso (Figura 16). Estes sinais foram encontrados em animais tratados com
as GAC e nos animais do grupo controle, tratados com agua, o que nos leva a acreditar
que nao ha alguma relagdo de toxicidade nos animais, uma vez que 0s grupos tratados e
ndo-tratados com o fitoterapico apresentaram as mesmas caracteristicas. A esteatose
possivelmente ocorreu devido a alimentacdo dos animais e tempo de vida dos mesmos, ja

que ao final do ensaio, possuiam um peso mais elevado (acima de 250 g em média).
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Figura 14 - Fotomicrografias dos 6rgaos coragdo e estdmago dos animais submetidos ao

ensaio de toxicidade oral de doses repetidas de Gotas Arthur de Carvalho.

GAC 250 mg/kg GAC500 mg/kg  GAC 1000 mg/kg

Controle

Estdbmago

Ratos foram tratados por via oral com veiculo (controle) e GAC (250- 1000 mg/Kg) por via
oral, com administracdo em doses repetidas durante 30 dias. Ap6s o periodo de
experimentacao, os animais foram anestesiados, sacrificados e necropsiados para avaliagéo

histopatoldgica dos principais 6rgaos. Coloracdo: Hematoxilina/eosina. Aumento 10x.
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Figura 15 - Fotomicrografias dos érgaos (rins e figado) dos animais submetidos ao

ensaio de toxicidade oral de doses repetidas de Gotas Arthur de Carvalho.

Controle GAC 250 mg/kg GAC 500 mg/kg

Rim

Figado

Ratos foram tratados por via oral com veiculo (controle) e GAC (250- 1000 mg/Kg) por via
oral, com administracdo em doses repetidas durante 30 dias. Apdés o periodo de
experimentacdo, os animais foram anestesiados, sacrificados e necropsiados para avaliacdo
histopatologica dos principais 6rgaos. Coloragdo: Hematoxilina/eosina. Aumento 10x.
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Figura 16 - Fotomicrografias do figado dos ratos submetidos ao ensaio de toxicidade

oral de doses repetidas - 30 dias com as Gotas Arthur de Carvalho.

Ratos foram tratados por via oral com veiculo (controle) e GAC (250- 1000 mg/Kg) por
via oral, com administracdo em doses repetidas durante 30 dias. Ap6s o periodo de
experimentacdo, os animais foram anestesiados, sacrificados e necropsiados para
avaliacdo histopatoldgica dos principais 6rgaos. (A)- animal doo grupo controle (tratado
com &gua); (B)- tratado com GAC 1000 mg/kg.Na seta verde, observa-se as células de

gordura (esteatose). Coloracdo: Hematoxilina/eosina. Aumento 100x.
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5.2 Avaliacgao citotoxica das Gotas Arthur de Carvalho
5.2.1 Teste do MTT e LDH em neutrdéfilo humano

Os possiveis efeitos toxicos do fitoterapico GAC foram investigados em
neutréfilo humano e hepatdcitos - linhagem HepG2 com auxilio do teste do MTT e
mensuracdo da atividade da lactato desidrogenase (LDH).

Na Figura 17 pode ser observado o efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre
a viabilidade de neutréfilos mensurada pela atividade da LDH. As GAC nas maiores
concentracdes (1000 e 600ug/mL) promoveu um aumento significativo na atividade da
lactato desidrogenase (74,65 + 8,04 U/L) em relacdo ao grupo controle (veiculo)(33,3 £
3,4 U/L). Nas concentracdes de GAC 100, 10 e 1 pg/mL ndo houve aumento da atividade
da LDH, indicando baixa toxicidade do fitoterapico em estudo (64,75 + 5,65, 33,23 *
4,71, 47,47 £ 7,69, 33,51 + 4,81 U/L, respectivamente) quando comparada ao grupo
normal (HBSS: 25,59 * 3,79).

Para seguimento da avaliacdo da citotoxicidade das GAC®, foi realizado o
teste de brometo 3[4,5 dimetiltiazol-2-il] -2,5- difeniltetrazélio (MTT) também em
neutréfilos humano, que é capaz de detectar possivel efeitos toxicos de uma droga teste

sobre o metabolismo celular.

Na figura 18 é observado que as GAC nas concentraces de 1000, 600, 100,
10 e 1 pg/mL em neutréfilos humano ndo houve redugdo da viabilidade celular avaliada
pelo teste do MTT (59,42 + 5,63, 66,93 + 8,63, 62,38 + 5,41, 74,43 + 7,17, 83,46 + 1,73,
respectivamente) quando comparadas ao HBSS (62,15 + 5,32). J& o Triton x-100 0,2%,
utilizado como controle positivo, padrdo de citotoxicidade, apresentou reducdo de
viabilidade celular (8,69 + 0,34), indicando que o fitoterapico em estudo ndo apresentou
citotoxicidade nas concentragdes testadas.
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Figura 17 - Avaliagdo da toxicidade das GAC em neutrofilos humano

mensurada através da atividade da enzima lactato-desidrogenase (LDH).
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Os resultados foram expressos como média + E.P.M. * p< 0,05 vs veiculo (ANOVA,

teste de Tukey).



93

Figura 18 - Efeito das GAC sobre a citotoxicidade em neutrofilos humano
determinada através do teste de MTT.
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Os resultados estdo sendo expressos como média + E.P.M. * p < 0,05 vs HBSS,
(ANOVA e Teste de Tukey).
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5.2.2 Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre a avaliagéo da citotoxicidade em
células HEPG2: teste MTT

Nesse modelo pode-se observar que as GAC nas concentracdes de 3000,
2000, 1000 pg/mL em células HEP-G2 houve reducdo da viabilidade celular avaliada
pelo teste do MTT (31,5 + 2,64, 52,17 + 0,44, 90,0 + 2,88, respectivamente) quando
comparadas ao controle (100,0 + 0,0). Com o aumento das doses do fitoterapico, foi
possivel encontrar uma relacdo de dose-efeito, onde 0 aumento da atividade citotoxica do
produto em estudo foi proporcional ao aumento das doses testadas. Tambem foi
observado que na adigdo de Triton X-100, padrdo citotoxico, a viabilidade celular foi
reduzida (5,83 £ 1,20), demonstrando que as Gotas Arthur de Carvalho ndo demonstra
citotoxicidade em concentracdes menores que 400 pg/mL em células HEP-G2 (Figura
19).
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Figura 19 - Efeito das GAC sobre a citotoxicidade em células HEP-G2

determinada através do teste de MTT.
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Os resultados estdo sendo expressos como média £ E.P.M. * p < 0,05 vs controle
(ANOVA e Teste de Tukey).
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5.3 Avaliacéo do efeito das Gotas Arthur de Carvalho no sistema gastrintestinal

5.3.1 Efeito das GAC sobre o transito intestinal em camundongos

Os resultados na Tabela 8 e Figura 20 mostram que a administragéo oral das
Gotas Arthur de Carvalho® (GAC), nas doses de 100, 200 e 400mg/kg, nédo alterou
significativamente o percentual de transito intestinal normal dos camundongos (62,41 +
3,06; 58,38 + 3,80; 64,54 + 3,54 %, respectivamente) quando comparado ao grupo
controle (59,61 * 3,39%). Morfina, utilizada como controle positivo, reduziu de forma
significativa (36,24 + 2,45%), o percentual de trénsito intestinal normal dos animais em
relagdo ao controle (59,61 + 3,39%).

Tabela 8 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho® (GAC) sobre o transito intestinal

normal de camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) Transito Intestinal (%)
Controle - 59,61 + 3,39
GAC 100 62,41 + 3,06

200 58,38 £ 3,80

400 64,54 + 3,54
Morfina 2.5 36,24 + 2,45*

Os animais foram tratados e 60 minutos ap6s a administracao oral ou apds 30 minutos da
administragdo subcutanea, administrou-se o marcador (0,2mL/animal, v.0.). Apos 20
minutos, os animais foram sacrificados e mensurada a distancia corrida pelo marcador
em relacdo ao comprimento total do intestino delgado, expressos como porcentagem. Os
resultados sdo expressos como média = E.P.M. do percentual (%) de transito intestinal
para 8 animais. * p<0,05 versus grupo controle (ANOVA, teste Newman-Keuls).
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Figura 20 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre o transito intestinal

normal em camundongos.
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Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. * p < 0,05 vs controle (ANOVA

e teste Newman-Keuls).
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5.3.2 Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre motilidade gastrointestinal

induzida por betanecol em camundongos

Os resultados da avaliacdo do efeito das Gotas Arthur de Carvalho® sobre o
aumento de motilidade gastrintestinal induzida por betanecol (agonista muscarinico que
atuam aumentando a motilidade do TGI) estdo demonstrados na Tabela 9. A
administracdo de betanecol (10mg/kg) promoveu um aumento significativo do percentual
de transito intestinal (80,49 + 2,76%) quando comparado aos animais do grupo nao-
tratado (58,85 £ 1,00%). As Gotas Arthur de Carvalho® (GAC), nas doses de 100, 200 e
400mg/kg, foi capaz de reduzir (58,86 = 4,78; 57,92 = 2,04; 66,90 + 3,80%,
respectivamente), de forma significativa, o0 aumento do percentual de transito intestinal
induzido pelo betanecol. A atropina (antagonista muscarinico), utilizada como controle
positivo, reduziu de forma significativa (38,92 £ 1,03%) o percentual de aumento do
transito intestinal induzido pelo betanecol, alcancando um nivel de transito intestinal

inferior, até mesmo em relacéo ao grupo controle.

Tabela 9 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho® (GAC) sobre o transito intestinal

induzido por betanecol em camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) Transito Intestinal (%)
Nao-tratado - 58,85+ 1,00
Controle 10 80,49+2,76 "
GAC 100 58,86 + 4,78

200 57,92 +2,04™

400 69,57 +4,08" ™
Atropina 5 38,92+1,03™

Os animais foram tratados e ap6s 60 minutos receberam betanecol (10 mg/kg, s.c.) e apds
60 minutos dessa administragéo, os animais receberam por via oral o marcador (carvao).
Os resultados sdo expressos como media £ E.P.M. do percentual (%) da distancia
percorrida pelo marcador em relagdo ao comprimento total do instestino delgado para 8
animais. ~ p<0,05 versus grupo ndo-tratado; ~ p<0,05 versus grupo controle (ANOVA e
teste Newman-Keul).
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Figura 21 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre o transito intestinal

induzindo por betanecol em camundongos.
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Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. @ vs veiculo, ° vs betanecol (p <
0,05; ANOVA e teste Newman-Keuls).
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5.3.3. Efeito da Gotas Arthur de Carvalho sobre o volume secretério e acidez gastrica

em ratos

A Figura 22 demonstra que a administracdo oral das Gotas Arthur de
Carvalho® nas doses de 100, 200 e 400mg/kg, ndo alterou significativamente o volume
secretorio gastrico (1,30 £ 0,08; 1,70 £ 0,16; 1,52 + 0,26 mL, respectivamente) ou a acidez
total géstrica (17,92 + 4,67; 21,25 + 4,37; 14,58 +2,53 uEq[H+] /h) em ratos com ligadura
pilérica quando comparado ao controle (1,62 £ 0,25 mL e 12,00 £ 1,46 uEq[H+] /h,
respectivamente). A cimetidina, um antagonista dos receptores Hz e que atua na diminuicéo
da secrecdo acida do estbmago, utilizada como controle positivo, reduziu
significativamente o volume secretério (0,66 £ 0,13 mL) e a acidez total gastrica (6,07
0,50 uEqg[H+] /h) quando comparado ao controle veiculo (1,62 £ 0,25 mL e 12,00 + 1,46
uEq[H+] /h, respectivamente).

Tabela 10 - Efeito das GAC sobre o volume secretorio e acidez gastrica em ratos.

Grupo Dose (mg/kg) Volume (mL) Acidez peq[H+] /h
Controle - 1,62 +0, 25 12,00 £ 1,46
GAC 100 1,30 £ 0,08 17,92 £ 4,67
200 1,70+ 0,16 21,25 + 4,37
400 1,52 +£ 0,26 14,58 + 2,53
Cimetidina 2 0,66 +0,13* 6,07 + 0,50

Os animais foram anestesiados, a ligacdo do piloro realizada e tratados por via
intraduodenal com veiculo (agua destilada,10 mg/kg), GAC (100,200 e 400 mg/kg) ou
cimetidina (2mg/kg). Apo6s 4 horas da ligadura, os animais séo sacrificados e o estbmago
retirado. Os resultados sdo expressos como média £ E.P.M. do percentual do volume em
mL do contelido gastrico e da acidez gastrica para 8 animais. ~ p<0,05 versus grupo
controle (ANOVA e teste Newman-Keuls).
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Figura 22 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre o volume e acidez

gastrica em animais com ligadura pildrica.
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Os resultados s&o expressos como média + E.P.M. do volume do contetdo géstrico
(mL) (A) e da acidez total géastrica (uEq[H+]/h) (B) para 6 ratos. * p<0,05 versus
grupo veiculo (ANOVA e teste Newman- Keul).
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5.3.4 Avaliacéo das Gotas Arthur de Carvalho no modelo de nocicepgéo visceral induzida

por 6leo de mostarda intracolénico em camundongos.

Na Figura 23 e Tabela 11 pode ser observado que a administracédo intracol6nica do
6leo de mostarda induziu, de maneira significativa, o comportamento de dor visceral no animal
tratado em relacéo ao animal ndo-tratado (salina). Esse efeito nociceptivo promovido pelo 6leo
de mostarda foi reduzido pelo tratamento com as GAC (100, 200 e 400 mg/kg), alcancando um
maior nivel significativo na maior dose (400 mg/kg), com inibicdo de 74,9% da nocicepcdo em
relacdo ao grupo controle. A morfina, analgésico opioide utilizada como controle positivo,

diminuiu significativamente os comportamentos de nocicep¢do nos animais.

Tabela 11- Efeito das Gotas Arthur de Carvalho no modelo de dor visceral induzida

por 6leo de mostarda em camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) NUmero de comportamentos
de dor/20 min
Salina - 5,66 +£1,90
Controle - 27,67 +1763¢
GAC 100,v.0. 17,71 + 3,632b¢
200 17,71 3,75 2b¢
400 9,12+2,10°"
Morfina 5,s.C. 2,00 £0,44

Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de comportamentos de dor durante 20 min.
apos a administracdo de 6leo de mostarda. GAC (100,200 e 400mg/kg), agua destilada e morfina
foram administrados 60 min. antes da administracao intracol6nica do 6leo de mostarda (0,75%
em salina, 50 pL/animal). O grupo salina recebeu apenas solu¢do salina por via intracoldnica.
Foram utilizados grupos de 8 animais cada. 2 p< 0,05 vs salina, ® p< 0,05 vs controle; ¢ p< 0,05
vs morfina . (ANOVA - teste de Newman-Keuls).
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Figura 23 - Efeito antinociceptivo das Gotas Arthur de Carvalho no modelo de

nocicepcdo visceral induzida por 6leo de mostarda em camundongos.
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Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de comportamentos de dor durante 20
min. ap6s a administracdo de 6leo de mostarda. Foram utilizados 8 animais por grupo, 2 p<
0,05 vs salina, ® p< 0,05 vs controle; ¢ p< 0,05 vs morfina. (ANOVA- teste de Newman-Keuls).
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5.3.4.1 Estudo do envolvimento do sistema opidide na nocicepcéo visceral das GAC

Na avaliacdo da possivel participacdo do sistema opidide no efeito antinociceptivo
das GAC no modelo de nocicepcao visceral induzida por éleo de mostarda em camundongos, 0s
ensaios foram conduzidos com a naloxona, um antagonista dos receptores opidides, para
determinar o papel do fitoterapico no modelo. Na Figura 24 pode ser observado que o tratamento
dos animais com as Gotas Arthur de Carvalho ou com morfina promoveu inibicéo significativa
do numero de comportamentos de dor expressos nos animais, quando comparados ao grupo
controle. O pré-tratamento com naloxona (2mg/kg, i.p.) reverteu a inibicdo dos comportamentos
nociceptivos das GAC (400 mg/kg) e da morfina (5 mg/kg, s.c.) em comparacdo com 0 grupo
controle (Tabela 12).

Tabela 12 - Efeito da naloxona sobre a atividade antinociceptiva das Gotas Arthur

de Carvalho e morfina no modelo de dor visceral induzida por éleo de mostarda em

camundongos.
Grupo Dose (mg/kg) NUmero de comportamentos
de dor/20 min
Salina - 4,85 + 1,80°
Controle - 28,8 +1,122
GAC 400 10,33 + 1,48°
Naloxona + GAC 2,i.p. +400,v.0. 24,9+ 3,32a¢d
Naloxona + Morfina 2,i.p+5,s.c. 28,4 + 2,88 a¢d
Morfina 5,5.C. 3,00 + 1,20°

Os valores representam a média £ E.P.M. do nimero de comportamentos de dor durante 20 min.
apos a administracdo de 6leo de mostarda. Veiculo (controle), GAC e morfina foram
administrados 60 min. antes da administracdo intracol6nica do 6leo de mostarda (0,75% em
salina, 50 pL/animal). A naloxona foi administrada 30 min. antes da morfina ou juntamente das
GAC. Foram utilizados grupos de 8 animais cada. 2 p< 0,05 vs salina, ® p< 0,05 vs controle ,
p<0,05 vs GAC e 9 p<0,05 vs. morfina. (ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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Figura 24 - Efeito do envolvimento dos receptores opidides no mecanismo de acao
das Gotas Arthur de Carvalho no modelo de nocicepg¢ao visceral induzida por 6leo

de mostarda em camundongos.
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Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de comportamentos de dor
durante 20 minutos apds a administragdo de 6leo de mostarda. Foram utilizados 8
animais por grupo. @ p< 0,05 vs salina, ® p< 0,05 vs controle, ¢ p<0,05 vs GAC e ¢
p<0,05 vs. morfina (ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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5.3.4.2.Estudo do envolvimento do sistema adrenérgico na nocicepcao visceral das
GAC

Na sequéncia da avaliacdo do mecanismo de acdo do fitoterapico Gotas Arthur
de Carvalho, a possivel participacdo do sistema adrenérgico no efeito antinociceptivo foi
estudado. Na Figura 25 pode ser observado que a atividade antinociceptiva das GAC (400
mg/kg) foi significativamente revertida pela ioimbina, um antagonista dos receptores
adrenérgicos. O tratamento dos animais com as Gotas Arthur de Carvalho ou com clonidina
(0,Amg/kg, i.p.) promoveu uma inibicdo significativa do niUmero de comportamentos de
dor nos animais, quando comparado ao grupo controle (veiculo + 6leo de mostarda). O pré-
tratamento com ioimbina (2mg/kg, i.p.) reverteu a inibicdo dos comportamentos
nociceptivos da clonidina e do fitoterdpico, (Tabela 13) indicando uma possivel
participacdo desses receptores na antinocicepcdo das GAC no modelo visceral em

camundongos.

Tabela 13 - Efeito da ioimbina na atividade antinociceptiva das Gotas Arthur de

Carvalho e clonidina no modelo de dor visceral induzida por 6leo de mostarda em

camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) NUmero de comportamentos
de dor/20 min

Salina - 4,85+ 1,80

Controle - 60,43 + 4,943¢4d

GAC 400, v.o. 21,17 £ 2,9

loimbina + GAC 2, i.p. +400, v.o. 40,93 + 6,46%¢ ¢

loimbina + Clonidina 2,1.p +5, s.c. 56,3 + 5,892¢4d

Clonidina 0,1, i.p. 18,29 + 4,65°

Os valores representam a média £ E.P.M. do nimero de comportamentos de dor durante 20 min.
apos a administracdo de 6leo de mostarda. Controle, GAC e clonidina foram administrados 60
min. antes da administracédo intracol6nica do 6leo de mostarda (0,75% em salina, 50 pL/animal).
Aioimbina foi administrada 30 min. antes da clonidina ou juntamente das GAC. Foram utilizados
grupos de 8 animais cada. 2 p< 0,05 vs salina, ® p< 0,05 vs controle, ¢p<0,05 vs GAC e ¢ p<0,05
vs. clonidina. (ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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Figura 25 - Estudo do envolvimento dos receptores adrenérgicos no mecanismo de acao
das Gotas Arthur de Carvalho no modelo de nocicepc¢éo visceral induzida por 6leo de

mostarda em camundongos.
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Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de comportamentos de dor durante 20
minutos apds a administracdo de 6leo de mostarda. Foram utilizados 8 animais por grupo. 2
p< 0,05 vs salina, ® p< 0,05 vs controle, ¢ p<0,05 vs GAC e 9 p<0,05 vs clonidina (ANOVA,

teste de Newman-Keuls).
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5.3.4.3 Estudo do envolvimento dos canais de K+ na nocicepcéo visceral das GAC

Na avaliacdo da possivel participacdo dos canais de K* no efeito
antinociceptivo das Gotas Arthur de Carvalho no modelo de nocicepc¢éo visceral induzida
por 6leo de mostarda em camundongos, foram realizados testes com o pré-tratamento com
a glibenclamida, um conhecido bloqueador dos canais de K* - dependentes. Na Figura 26
e Tabela 14 pode-se observar que os grupos tratados com as Gotas Arthur de Carvalho
(400mg/kg,v.0.) e diazdxido (10mg/kg, i.p.) inibiram significativamente o ndmero de
comportamentos de dor nos animais em compara¢do com o grupo controle. O pré-
tratamento com glibenclamida (2mg/kg, i.p.) ndo reverteu o efeito inibitorio dos

comportamentos nociceptivos das Gotas Arthur de Carvalho.

Tabela 14 - Efeito da glibenclamida na atividade antinociceptiva das Gotas Arthur
de Carvalho e diazoxido no modelo de dor visceral induzida por 6leo de mostarda

em camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) NUmero de
comportamentos de
dor/20 min
Salina - 4,85 + 1,80°
Controle - 30,10 + 1,85%¢¢
GAC 400, v.o. 16,11+ 1,292bd
Glibenclamida + GAC 2, i.p. + 400, v.o. 12,17 +1,18 2P
Glibenclamida + Diaz6xido 2,1.p +10, i.p. 20,69 + 1,65%b¢d
Diazdxido 10, i.p. 10,73 + 1,49 abe

Os animais (n=8) foram tratados com veiculo (10 ml/kg, v.0.), GAC (400mg/kg, v.0.) ou
diazoxico (10mg/kg, i.p.) 60 minutos antes da administracdo intracolonica do 6leo de
mostarda (0,75% em salina, 50 pL/animal). A glibenclamida foi administrada 30 min. antes
do diazdxido ou juntamente das GAC. Os valores representam a média + E.P.M. do nimero
de comportamentos de dor durante 20 min. apds a administracdo de 6leo de mostarda. # p<
0,05 vs salina, ® p< 0,05 vs controle, ¢ p<0,05 vs GAC, ¢ p<0,05 vs diazéxido e ©vs

glibenclamida + diazéxido. (ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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Figura 26 - Estudo do envolvimento dos canais de K* no mecanismo de ac¢éo das
Gotas Arthur de Carvalho no modelo de nocicepgao visceral induzida por 6leo de

mostarda em camundongos.
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Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de comportamentos de dor durante
20 minutos ap6s a administracdo de Gleo de mostarda. ® p< 0,05 vs salina, ® p< 0,05 vs
controle 6leo de mostarda (veiculo:agua), ¢ p<0,05 vs GAC, ¢ p<0,05 vs diazoxido e ©vs

glibenclamida + diazoxido. (ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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5.4 Avaliacao das GAC sobre atividade atividade motora: campo aberto

Para avaliar a possivel influéncia das GAC sobre a atividade motora dos
animais foi realizado o teste do campo aberto. N&o houveram diferencas significativas
entre o grupo controle (49,00 + 5,25) e o grupo de GAC 400 mg/kg (37,5 £ 5,82) que
receberam por via intracoldnica solugdo salina. Para os grupos com a instilagdo do 6leo de
mostarda, também foi verificada nenhuma diferenca significativa entre o controle versus o
grupo do fitoterapico em estudo (50,17 + 3,37 e 35,67 £ 5,4, respectivamente) (Tabela 15).

Desta forma, podemos observar que o produto GAC na dose de 400 mg/kg néo

possui atividade no sistema nervoso central, com efeito sedativo/depressor.

Tabela 15 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho no comportamento dos

camundongos no teste do campo aberto.

Grupo Dose Campos explorados
Salina 10,i.c. 51,33 £5,63
Veiculo 10,v.0. 49,00 £5,25
GAC 400,v.0. 37,5+5,82
Veiculo + O.M 10/50 50,17 + 3,37
GAC + O.M. 400/50 35,67 5,40

Camundongos (n=8) foram tratados por via oral com veiculo (dgua destilada, 10ml/kg),
GAC (400mg/kg) 60 minutos antes da administracdo intracol6nica do 6leo de mostarda
(50uL/0,75% em solucdo salina), salina (10ml/kg, via intracolénica) GAC e veiculo,
observando o numero de cruzamentos de cada animal individualmente no campo aberto
Os valores representam a média = E.P.M. do nimero de sec¢des transpassadas pelo
animal (ANOVA e teste de Newman- Keuls).
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5.5 Avaliacdo das Gotas Arthur de Carvalho sobre a dispepsia

Para a avaliacdo das GAC sobre o modelo de dispepsia, todos os animais utilizados
no experimento passaram pelo periodo de adaptacdo do ambiente, do isolamento (animais
em caixas individuais) e da disponibilidade dos dois tipos de racdo: a padréo e de caulim.
Nenhum comportamento diferente foi notado, assim como ndo ocorreu a ingestao da ragao
de caulim, s6 a racdo normal. Uma vez por semana os animais foram tratados (GAC; salina,
agua e ondansentrona + cisplatina) e observados quanto a varia¢do ponderal e de consumo
de alimentar. Inicialmente, é possivel observar que o grupo de animais ndo-tratado (normal)
houve diferenca significativa de ingestdo de ragdo normal, em comparagdo ao controle,
apos as 5 semanas de tratamento, o que demonstra a efetividade do experimento (Tabela
16). Para a avaliacdo de ingestdo de racdo de caulim, foi possivel observar que as Gotas
Arthur de Carvalho® nas doses de 100 e 200mg/kg (0,77 + 0,11; 0,77 = 0,14 g,
respectivamente) alteraram significativamente a ingestdo em relagcdo ao controle (2,53 +
0,48 @), além de demonstrar um melhor efeito antidispéptico quando comparado com a
ondansetrona (1,28 = 0,31). Ja para a ingestao de racdo padrdo dos animais tratados com o
fitoterapico, ndo houve nenhuma diferenca significativa durante as 5 semanas de
experimentacdo em relacdo ao controle (Figura 27). Na avaliagdo do peso ponderal dos
animais tratados durante as 5 semanas, foi possivel observar nos grupos tratados com as
GAC e os controles (ondansentrona e veiculo) ndo houve nenhuma diferenca significativa
na evolucdo do peso dos animais de cada grupo, reiterando o resultado de n&o afetar a
ingestdo de racdo padrdo desses animais, 0 que nos leva a acreditar que o fitoterapico em
estudo ndo causa nenhuma alteracdo no apetite ou alimentacao desses animais (Tabela 17).

Também foi possivel observar que houve diferenca significativa na avaliacdo do
conteddo gastrico dos animais tratados com as GAC e 0s controles (dgua e ondansentrona)
(Tabela 18).
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Tabela 16 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre o consumo de racéo padréao

e caulim oferecidos aos animais no ensaio da dispepsia.

Grupo Dose (mg/kg)  Consumo de ragao Consumo de caulim
(9) (9)

Normal - 166,9 £ 10,72 1,46 + 0,51

Controle - 124,0 £ 2,81 2,53 +0,48

GAC 100,v.0. 112,4 £ 4,55 0,77 £ 0,142
200,v.0. 109,0 £ 4,18 0,77 £ 0,102
400,v.0. 110,0 £5,23 1,29+ 0,29

Ondansetrona 1,i.p. 108,5 £ 4,65 1,28 +0,31

Os valores representam a média = E.P.M. do consumo de racao padrdo e racao de caulim

apos o periodo de 5 semanas. 2p < 0,05 vs. controle. (ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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Figura 27 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre o consumo de ragéo de caulim
e racdo padrao em ratos no modelo de dispepsia induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média + E. P. M. do consumo em gramas de ragdo padrdo e

caulim durante 5 semanas para 6 animais. ® p<0,05 vs grupo veiculo. (ANOVA e teste

Newman- Keuls).
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Tabela 17 -Variagdo do peso dos animais na avaliacdo das Gotas Arthur de Carvalho na dispepsia
induzida por cisplatina.

Grupo
s
<§E Normal Controle GAC GAC GAC Ondan.
% 100 200 400
0 248,7+10,76  372,5%+19,9 366,7 +10,8 334,0 + 9,06 3448 +12,9 370,7 £9,57
1 2749 £9,48 373,3x19,9 376,2 £ 9,22 348,2 £ 5,39 375,7+8,04 369,8+105
2 311,8+10,6* 379,2+20,1 380,2 + 7,66 356,2 + 6,00 366,0+134 377,0+11,9
3 328,0 £ 15,0 3745%185 376,0 £ 6,17 353,0 £5,25 354,8+119 372,7+104
4 335,0+8,62* 3705x175 366,7 + 6,00 350,7 £ 5,12 361,5+12,4 366,3+9,77

Os valores representam a média + E. P. M. da variacdo do peso dos animais em gramas durante

5 semanas. * p<0,05vs semana 0 (ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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Figura 28 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre a varia¢édo de peso dos ratos
no modelo de dispepsia induzida por cisplatina durante 5 semanas.
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Os valores representam a média + E. P. M. da variacdo do peso dos animais em gramas
durante 5 semanas. * p<0,05vs semana 0 (ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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Tabela 18 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho® no contetido gastrico de ratos na

avaliacdo da dispepsia.

Grupo Dose (mg/kg) Conteudo gastrico (g)
Normal - 1,41 +0,18°
Controle - 2,27 £0,372
GAC 100,v.0. 1,54 £0,22"°
200,v.0. 1,16 + 0,24
400,v.0. 1,15+ 0,35
Ondansetrona 1,v.0. 1,07 £ 0,13

Os ratos (n=8) foram tratados com veiculo (agua destilada, 10ml/kg, v.0.), GAC (100, 200 e
400 mg/kg, v.0.) e ondansetrona (1 mg/kg, v.0.) e imediatamente apos, foi administrada
cisplatina (Img/kg, i.p.) uma vez por semana, durante 5 semanas. O grupo normal se refere
ao grupo que nao recebeu tratamento durante o experimento. Os valores representam a média
+ E.P.M. do volume de conteudo gastrico em gramas do estdbmago dos animais sacrificados
ap6s as 5 semanas. ® p<0,05 vs ondansetrona, ® p<0,05 vs controle (ANOVA, teste de

Newman-Keuls).
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Figura 29 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre o conteido gastrico em

ratos no modelo de dispepsia induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média + E. P. M. do conteudo gastrico em gramas ap0s 5 semanas

de tratamento. # p<0,05 vs ondansetrona, ® p<0,05 vs controle (ANOVA, teste de Newman-

Keuls).



118

5.6 Efeito das Gotas Arthur de Carvalho® sobre diarreia induzida por 6leo de ricino

Na avaliacdo das Gotas Arthur de Carvalho sobre a diarreia induzida por 6leo
de ricino, foi observado que o produto em estudo influencia significativamente (p<0,05) a
quantidade em gramas de fezes eliminadas pelos animais, em comparacdo com o grupo da
loperamida (antidiarreico de uso oral), assim como na avaliagdo com 0 mesmo controle,
foi possivel observar o0 aumento de perda peso corporal dos animais tratados com as GAC
100, 200 e 400 mg/kg. Com a realizacdo deste experimento, também foi possivel identificar
uma atividade laxativa do fitoterapico, pois as GAC (100, 200 e 400 mg/kg) aumentaram

92,7%, 64,5% e 111,07%, respectivamente em compara¢do com o controle.

Tabela 19 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho® no modelo de diarreia induzida

por éleo de ricino em camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) Fezes eliminadas Perda de peso
9 corporal (9)
Normal 77,89 £6,19 0,600 £ 0,05%
Controle - 191,3 £ 14,42 0,871 £ 0,21°
GAC 100,v.0. 346,3 + 56,12P 1,243 £ 0,207
200,v.0. 295,9 + 57,80 1,214 +0,14°
400,v.0. 379,3 + 63,02P 0,890 £ 0,207
Loperamida 2,V.0. 12,5+ 2,32 0,0+0,0

Os animais foram tratados e 60 minutos ap6s o tratamento receberam 0,2 mL de 6leo de
ricino por via oral. Os valores representam a media + E.P.M. da quantidade de fezes
eliminadas (g) e a perda de peso corpdreo sobre a diarreia induzida por 6leo de ricino.
Controle (agua destilada), GAC e loperamida foram administrados 60 min. antes da
administracdo do 6leo de ricino. Foram utilizados grupos de 8 animais cada. ? p< 0,05 vs

loperamida; ® p< 0,05 vs normal, € p< 0,05 vs controle (ANOVA e teste Newman- Keuls).



119

Figura 30 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre a quantidade de fezes
eliminadas pelos animais no modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino em

camundongos.
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Os resultados sdo expressos como média £ E.P.M. da quantidade em gramas de fezes
eliminadas pelos animais apds a administracdo do fitoterapico.  p<0,05 versus grupo
loperamida (ANOVA e teste Newman- Keuls).
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Figura 31 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho sobre a perda de peso

corporal dos animais no modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino em

camundongos.
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Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. da quantidade em gramas de peso
perdido pelos animais apds a administracdo do fitoterapico. # p<0,05 versus grupo

loperamida (ANOVA e teste Newman- Keuls).



121

Figura 32 - Efeito das Gotas Arthur de Carvalho® (GAC) sobre a quantidade
de fezes eliminadas (g) por peso de quilo corpoéreo dos animais no modelo de

diarre iainduzida por 6leo de ricino em ratos.
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Os resultados sdo expressos como média = e.p.m. da quantidade de fezes (Q)
eliminada por quilo de peso corpdéreo do animal, no intervalo de 2 hs apos a
administracdo de 6leo de ricino para 6 ratos. ® p<0,05 versus grupo loperamida, °

<0,05 versus grupo normal (ndo-tratado) (ANOVA e teste de Newman- Keuls).
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6. DISCUSSAO

A toxicidade de plantas medicinais é considerada um problema sério de saude
publica, pois a ocorréncia de efeitos adversos oriundos do uso desses fitomedicamentos
ocorrem de forma expressiva, embora existam poucos registros no Brasil (VEIGA-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

O presente estudo avaliou, inicialmente, a seguranca ndo clinica do
fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho® (GAC) em roedores e células de cultura. As GAC
foram analisadas por HPLC, o que permitiu detectar e quantificar simultaneamente os
marcadores quimicos/espécie, com o seguinte ranking de concentracdo: apigenina>
gentiopicrosidio> trans-anetol e/ou estragol.

Os ensaios de toxicidade aguda avaliam os efeitos adversos em um periodo
de tempo mais curto, com a administracdo de dose Unica ou fracionada no periodo de 24
horas, com observacéo clinica de sinais e sintomas que podem ocorrer durante 14 dias.
(BRASIL, 2004). Um ensaio de toxicidade aguda bem conduzido oferecer uma lista de
dados, incluindo letalidade / mortalidade, sinais clinicos, mudancas de pesos corporais,
identificacdo de orgdos-alvo e consideracbes farmacocinéticas preliminares (GAD;
CHENGELLIS, 1998).

Na realizacdo do ensaio de toxicidade aguda, foi observado que a
administracdo de uma dose Unica das Gotas Arthur de Carvalho® (em concentracfes
crescentes: 125, 250, 500, 750, 1000 e 2000 mg/kg) em camundongos de ambos 0s Sexos
mostraram auséncia de letalidade até a dose de 2000 mg/kg, ou seja, ndo houve morte de
nenhum animal nas doses testadas. Assim, a DLso parece estar acima de 2 g/Kg. Na
observacao clinica dos sinais apresentados pelos animais testados, as GAC a partir da
dose de 750, 1000 e 2000 mg/kg produziram algumas reacdes nos animais como diarreia,
analgesia, sedacéo, piloerecéo e letargia. Esses sintomas desapareceram com 0 tempo,
sendo observadas somente nas primeiras 24 horas e durante os 14 dias de observagdo dos
animais tratados, ndo foi observada nenhuma alteracao.

Estes sintomas observados nos animais sdo confirmados por trabalhos
anteriores (ZANOLI et al, 2000; ALEXANDROVICH et al, 2003; BADGUJAR et al,
2014.), que mostraram que 0s extratos ou constituintes quimicos de camomila, erva-doce
ou genciana possuem efeitos nos sistemas gastrointestinal e nervoso central. De acordo
Savino et al. (2008) e Valissi (2011) o extrato de camomila foi capaz de reduzir

significativamente a motilidade intestinal e tem um efeito sedativo, enquanto que a



123

administragdo de erva-doce, também induz a sedagdo e aumento da motilidade géstrica e
espontanea das secrecdes acidas gastricas em roedores.

Parametros de peso corporal séo frequentemente determinados em testes de
toxicidade, sendo considerado, um indicador sensivel, mas nédo especifico de saude. No
presente trabalho, o tratamento agudo e subcronica dos animais (fémeas e machos) com
doses de GAC néo interferiu com a capacidade dos animais para ganhar ou manter o seu
peso. Além disso, ndo foi observada mortalidade ou morbidade dos animais tratados.

Diante dos sinais clinicos demonstrados pelos animais durante o tratamento
com as GAC, os estudos de toxicidade aguda prosseguiram com a avaliagdo dos efeitos
do fitoterdpico administrados nas maiores doses sobre os pardmetros bioquimicos e
hematoldgicos dos animais. O tratamento agudo dos animais de ambos 0s sexos com
GAC em doses mais elevadas (1 e 2g/kg) apresentaram alteracfes nos parametros
hematol6gicos, que foram reproduzidos apenas no grupo feminino apos o tratamento sub-
crénico com GAC. Estudos anteriores (KRASOVSKIJ, 1975; GAD; CHENGELIS,
1998) demonstraram que as especies de roedores fémeas tendem a ser mais sensiveis do
que os machos, e em geral, as diferencas foram de 8 a 12%, sendo um pouco maior em
ratos do que em camundongos.

No presente estudo, o tratamento agudo de ratos com a dose mais elevada de
GAC aumentaram ligeiramente os nimeros de neutrofilos (18,2 + 1,8%) e mondcitos (2,7
+0,5%) para as fémeas, ao passo gque os valores para os machos (neutrofilos: 8,8 + 1,0%;
mondcitos : 2,1 + 0,3%) foram reduzidos. No entanto, independentemente das alteragdes
induzidas por GAC (2g/kg), os valores de neutrofilos e mondcitos foram semelhantes aos
valores de controle de neutréfilos e mondcitos encontrados em Restel et al. (2014)
(neutréfilos em fémeas: 18,3 + 6,0%) e Vasconcelos et al (2007) (ambos os sexos: 2,0 +
0,3%). Neste contexto, os valores reduzidos de neutréfilos em ratos machos induzidos
pela GAC podem ser referidos a um efeito de toxicidade, mas a influéncia de outros
fatores nas células de sangue dos animais ndo pode ser descartada. Neste contexto, a
literatura (CAMPBELL; ELLIS, 2007; RESTEL et al, 2014; BRANCO et al, 2011)
mostraram que os parametros hematoldgicos de camundongos ou ratos sao influenciados
por varios fatores, incluindo o local de coleta de amostras, idade, género, condicGes
ambientais e estresse.

A toxicidade de algumas drogas tem sido observada dependendo do sexo dos
animais. Um numero crescente de drogas tem sido descrito por induzir efeitos toxicos,

predominantemente em um dos sexos animal, por estarem diretamente relacionadas com
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variagdes no metabolismo de drogas por machos e fémeas. (HU et al, 1993; ROFF et al.,
1992). Shah, Qureshi, Ageel (1991) avaliaram os efeitos agudo e cronico do extrato de
Foeniculum vulgare em camundongos de ambos 0s sexos nas doses 0,5, 1,0 e 3 g/kg
(agudo) e 100 mg/kg (cronica) e foi possivel observar que o extrato ndo causou
mortalidade em camundongos machos, que apresentaram ganho de peso durante o
periodo de estudo (90 dias), enquanto as fémeas tiveram perda ou nenhum ganho de peso.
Em estudo de Branco (2011), foi realizada a avaliacdo do extrato hidroalcdolico de
Foeniculum vulgare durante 28 dias e o tratamento com o fitoterapico resultou em
diminuicdo de peso nas fémeas tratadas. Pode-se relacionar que a redugdo do peso
corpéreo dos animais seja um indicio simples de toxicidade ap0s a exposicao
(RHIOUANIA et al., 2008), entretanto, ndo podemos desconsiderar outros fatores
relacionados ao animal, como idade, nimero de animais/caixa, competicdo por comida,
etc.; que pode causar essas variagdes de peso.

Estes achados corroboram os resultados obtidos no tratamento agudo de
animais com GAC, que mostra que o sexo feminino sdo mais sensiveis do que os machos,
e mostram que a interferéncia das GAC para os valores de neutrofilos podem variar de
acordo com o sexo, o tratamento e a dose do fitoterépico.

A avaliacdo dos pardmetros bioquimicos dos animais tratados com a dose
unica das GAC mostraram que, ndo foram observadas alteracdes significativas dos grupos
testados em relacdo ao grupo controle, com exce¢do para os niveis de glicose dos
camundongos machos tratados com a maior dose, que mostraram um aumento na glicemia
(151,2 £ 4,4 mg/dL) em relagéo ao controle (117,2 £ 9,6 mg/dL), com um incremento da
ordem de 29%. Na avaliacdo hematologica, as GAC promoveram alteracGes significativas
em parte dos pardmetros investigados, tais como CHCM, neutrofilos segmentados,
linfécitos e mondcitos. Embora as GAC tenham promovido uma alteracdo significativa
no nivel de CHCM (GAC 2 g/kg: 29,55£0,16; controle: 28,64 + 0,28) e no nimero de
neutréfilos segmentados (GAC 1g/kg e 2 g/kg: 15,50 + 2,21 e 18,25 + 1,79; controle:
16,67 + 1,83), estas variagdes foram discretas, ndo ultrapassando 10% em relacdo ao
grupo controle.

Outros estudos de toxicidade realizados com plantas que compdem as GAC,
corroboram com os resultados do presente estudo, como o desenvolvido por Shah et al.,
(1991) que ao avaliarem a toxicidade aguda do extrato etanélico de Foeniculum vulgare
(0,5; 1,0 e 3,0 g/kg, v.0.) ndo registrou morte ou sinal de toxicidade nos animais,

corroborando com os nossos resultados. Mohamad et al., (2011) avaliaram o extrato das
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sementes do funcho em camundongos (doses crescentes 50-1000 mg/kg, via i.p.) e ndo
foi observada morte de nenhum animal ou mudanca ponderal significativa nos animais
testados até a dose de 100 mg/kg. A partir de 500 mg/kg, houve perda de apetite e
piloerecdo. J& na maior dose, de 1000 mg/kg, metade dos animais morreram e foram
observados varios sinais clinicos 24 horas apds a administracdo (sedacdo, desordem de
movimentos, hiperatividade transitoria).

Ja Sebai et al., (2014) mostraram que a estimativa da DLso do extrato aquoso
de Matricaria recutita foi acima de 3200mg/kg, enquanto Chandrashekhar (2011)
demonstrou que o extrato metandlico da planta até a dose de 3200 mg/kg néo foi letal ou
induziu sinais de toxicidade, conforme discutido anteriormente. Corroborando os dados
obtidos no presente estudo, o FDA classifica tanto o 6leo essencial quanto o extrato de
camomila (ativo majoritario nas GAC) como seguros (ALTERNATIVE MEDICINE
REVIEW, 2008).

O estragol, substancia ativa presente na espécie Foeniculum vulgare deve ser
observada com atencdo, ja que existem relatos de efeito carcinogénico, como danos de
tecidos e desenvolvimento de tumores malignos. O efeito carcinogénico do estragol ndo
possui acdo direta, mas sim, através da ativacdo metabdlica de moléculas e radicais livres
que causam danos no DNA (RATHER et al., 2012). A EFSA (European Food Safety
Authority) sugere o uso do MOE (Margin of Exposure) para avaliacdo dos riscos de
compostos usados em alimentos e provaveis danos genotdxicos e carcinogénicos. O
estragol possui 0 MOE entre 129-471, e de acordo com a EFSA, qualquer composto com
MOE abaixo de 10.000 pode ser considerado um fator de risco para uso em humanos
(GORI et al., 2012).

Com base nos resultados obtidos no estudo de toxicidade aguda e
considerando os guias para estudos de toxicidade ndo-clinica (BRASIL, 2010; OECD
425), os estudos de toxicidade de doses repetidas foram realizados com o tratamento
diério dos animais de ambos os sexos com as GAC, por via oral, nas doses 250, 500 e
1000 mg/kg durante 30 dias. Durante este periodo, os ratos submetidos ao tratamento
apresentaram aspecto sadio, bom estado geral, sem ocorréncia de qualquer alteracéo do
aspecto fisico dos mesmos. O tratamento dos animais com as Gotas Arthur de Carvalho®
ndo alterou o desenvolvimento ponderal dos animais (ambos 0s sexos), pois nao
ocorreram diferencas significativas dos grupos tratados com o fitoterapico (250, 500 e
1000 mg/kg) em relagdo ao grupo controle em relagéo ao ganho de peso durante os 30

dias de tratamento, por via oral, com as GAC.
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No estudo de toxicidade de doses repetidas as GAC (250, 500 e 1000 mg/Kg,
v.0.) administrada por até 30 dias ndo foi letal em ratos de ambos os sexos. Foram
observadas algumas alterac6es, principalmente nas ratas, nos parametros bioquimicos e
hematoldgicos em relagédo ao grupo controle.

O tratamento subcronico dos animais com as GAC (250 — 1000 mg/Kg)
promoveu um maior numero de alteragcBes bioquimicas nas fémeas em relacdo aos
machos. As fémeas tratadas principalmente com a maior dose de GAC, mostraram
aumento significativo no nivel de glicose (97,38 £ 4,88 mg/dL) e reducdo de triglicérides
(30,13 £ 2,99) e de amilase (556,7+ 34,3) quando comparados ao grupo controle (71,38
+ 5,13; 43,13 * 4,71; 563,2 + 31,3 mg/dL, respectivamente). Em relacdo aos machos,
estes tratados com maior dose apresentaram um aumento na glicemia (114,3 + 9,76
mg/dL) em relacdo ao controle (83,29 + 3,16 mg/dL). Em algumas circunstancias embora
o tratamento com GAC tenha induzido alteragcdes em parte dos parametros bioquimicos
investigados, estas mantiveram-se dentro da faixa de normalidade (para fémeas, valor de
referéncia dos niveis de glicose 59,59 - 107,15 mg/dL e para machos para 0 mesmo
parametro: 75,57-126,65 mg/dL), baseado em valores de referéncia da literatura
(CLIFFORD; GIKNIS, 2008) e em estudo prévio do nosso laboratério (LEAL et al.,
2003).

As GAC reduziram significativamente os niveis de AST/TGO e de
triglicerideos em ratas. Esse efeito pode estar relacionado a presenca do gentiopicrosideo
e anetol no fitoterapico, principios ativos/marcadores quimicos das matérias-primas ativa
das GAC. Ozturk et al. (1998) sugerem em seu estudo que o extrato etanélico de Gentiana
lutea possui uma alta atividade colerética quando aplicado em doses multiplas, atividade
que pode ser relacionada ao gentiopicrosideo, um composto iridéide que foi capaz de
inibir danos hepaticos induzidos quimica e imunologicamente em ratos. O efeito
hepatoprotetor do gentiopicrosideo também pode ser visto no estudo de Lian et al. (2010),
que avaliou seu potencial hepatoprotetor in vivo, com a administracdo de d-
galatosamina/Lipopolissacarideo (LPS), toxina hepética-especifica que aumenta a
sensibilidade dos animais para o efeito letal de LPS, produzindo apoptose hepatica
seguida de falha fulminante do 6rgéo, com significante aumento dos niveis de AT e ALT.
O gentiopicrosideo foi capaz de diminuir os niveis de AST e ALT mesmo com a
administracdo de d-Gal/LPS, reforgando o efeito hepatoprotetor da molécula. No entanto,
Singh et al (2012) avaliaram a toxicidade hepatica da apigenina, um principio ativo da

camomila (principal constituinte do GAC), e foi encontrado que a administragio
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intraperitoneal deste flavondide nas doses de 100 e 200 mg/kg, aumentou
significativamente os niveis de ALT, AST nos animais. Neste contexto, é possivel que as
GAC ndo tenham induzido esses aumentos significativos nos niveis das transaminases
nos animais tratados porque a dose de apigenina que os animais foram expostos, por via
oral com GAC, era inferior a 100 mg/kg.

Segundo Garg et al (2011), o trans-anetol, principal componente do
Foeniculum vulgare, mostrou desempenhar papel importante no tratamento das
dislipidemias, onde ratos alimentados com racdo rica em gordura, tiveram seus
pardmetros lipidicos diminuidos, como o colesterol, triglicerideos e HDL. Essa atividade
pode ser relacionada a presenca de flavonoides no extrato, pois varios estudos sugerem
que os flavondides sdo responsaveis por atividades terapéuticas através de varios
mecanismos, como por exemplo, a atividade antioxidante.

De acordo com Panda e Kar (2007) a administracdo de apigenina foi capaz de
diminuir os niveis de glicose em ratos com diabetes induzida por aloxano, sugerindo o
uso desse composto para regulacdo da hiperglicemia. Também foi possivel observar a
reducdo do colesterol total dos animais, sintoma comum em diabéticos, reforcando a
propriedade antidiabética da apigenina. Andlises da planta F. vulgare mostraram
atividade hipoglicemiante e existem indicios que os frutos sdo eficazes na redugdo da
glicemia, particularmente em diabetes cronica (SUSHUTA et al., 2006; JAVADI et al.,
2008). A partir estas informacbes podemos observar os efeitos contraditérios no nosso
trabalho com os dados da literatura, o que pode ser justificado pela presenca de 3 espécies
vegetais nas GAC que pode estar contribuindo para a hiperglicemia, muito embora que
ainda esteja dentro dos valores de referéncia.

O tratamento subcrénico de ambos os sexos de ratos com GAC (500 — 1000
mg/Kg) interferiu de forma significativa apenas nos parametros hematologicos de ratas
(RBC, HTC, RDW e PLT). O aumento do numero de neutréfilos segmentados induzido
pelas GAC na dose de 250 mg/Kg em ratos, sugerem que possivelmente durante o periodo
de tratamento os animais podem ter desenvolvido um processo inflamatério sem
comprometimento do seu estado fisico.Embora a administracdo do GAC tinha induzido
mudangas nesses parametros hematologicos, os valores dos grupos de GAC (250 -
1000g/Kg) ficaram dentro da normalidade (CLIFFORD; GIKNIS, 2008; MELO et al,
2012).

Para complementar a avaliacdo do potencial toxico do fitoterapico em estudo,

também foi realizada a avaliacdo histopatologica dos principais 6rgdos dos animais
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(machos e fémeas) para comprovacao de seguranca do produto. A andlise histopatologica
dos o6rgéos de ratos tratados com GAC permitiu demonstrar que o produto ndo induziu
alteracdes significativas nos orgdos vitais, incluindo o rim, coragdo, cerebro, figado,
pulméo e estdmago. Apesar de ligeiros sinais de inflamacao observados em alguns 6rgaos
dos animais, esses sinais foram encontrados tanto nos animais tratados quanto nos animais
do grupo controle, além do que esses achados ndo foram refletidos de forma significativa
nos parametros hematoldgicos. As analises histologicas dos figados dos animais tratados
com as Gotas Artur de Carvalho mostraram uma arquitetura preservada, sem sinais de
necrose nos hepatdcitos ou apoptose, mas com presenca de células de gordura (sem area
especifica) e sinais de congestdo no vaso. Esses sinais foram encontrados de forma
semelhante nos animais tratados e nos animais do grupo controle, o que nos leva a
acreditar que ndo existe alguma relacdo de toxicidade pelo tratamento com as GAC.

O actmulo de gordura nos hepatdcitos encontrado nos grupos tratados e nao
tratados com GAC, nos leva a crer que ndo ha relacdo com a hepatotoxicidade da
fitoterapico na dose testada. No entanto, estudo adicional deve ser realizado para
confirmar esta hipotese, considerando que Choi et al (2007) mostraram que a apigenina
(presente na M. chamomilla) e F. vulgare tem efeito esteatogénico em células de
hepatoma humano SK-HEP1, diminuindo B-oxidacdo de acidos graxos e aumento da
lipogénese. Observando em conjunto os resultados clinicos e laboratoriais apresentadas
pelos animais ap6s a administracdo sistémica do GAC (250- 2000 mg/ Kg), o NOAEL
(no observable adverse effect level - nivel sem observacdes de efeitos adversos) do GAC
parece ser acima de 500 mg / Kg.

Considerando os resultados obtidos na avaliagdo da toxicidade do fitoterapico
Gotas Arthur de Carvalho in vivo, deu-se 0 seguimento para determinacdo do
comportamento do produto a nivel celular. Ensaios in vitro podem ser bastante Uteis na
avaliacdo do perfil toxico de substancias quimicas, além de necessitarem de pequenas
quantidades da substancia teste para sua execucdo. Para avaliar essa atividade, foram
realizados testes com neutr6filos humano e células de hepatoma humano, HepG2, com
mensuracdo da atividade da enzima LDH e do MTT. A LDH é um tetrdmero de quatro
subunidades com quatro locais de ligagdo independentes que ocorre no citoplasma, por
isso em condigdes normais seu nivel no soro é baixo (GUPTA; GOAD; KADEL, 1991),
e somente quando ocorre lesdes na membrana plasmatica esta enzima € encontrada em
niveis elevados no meio extracelular (KABEYA, 2002; PEAKALL, 1992). Dessa forma,

a determinacdo da atividade da LDH permite detectar possivel efeito citotoxico de novos
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farmacos, por exemplo a nivel de membrana plasmatica. Quanto ao teste do MTT, este
baseia-se na redugdo do sal de tetrazolio (coloragdo amarela) principalmente por uma
familia de enzimas succinato-tetrazol redutase ao sal de formazan, que possui coloracao
purpura (MOSMANN, 1983). Assim, a auséncia de reducdo do MTT é indicativo de
reducdo na atividade metabdlica celular, ou seja na viabilidade celular (VERMA et al.,
2010).

Na avaliacdo da viabilidade celular das Gotas Arthur de Carvalho pela
mensuracdo da atividade de LDH (enzima presente no citoplasma celular, que constitui
um marcador de integridade da membrana) foi possivel observar que somente na dose
mais alta (1000pg/mL) houve um aumento significativo da atividade da enzima,
sugerindo uma baixa toxicidade do fitoterapico sobre a membrana celular de neutréfilo

humano.

A citotoxicidade das GAC em neutrofilos humanos também foi investigada
através da medida da producdo de sal de formazan no teste de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2) -2,5-difeniltetrazdlio). De acordo com os resultados, em nenhuma das
doses testadas (1-1000ug/mL) houve reducédo da viabilidade celular avaliada pelo MTT,
certificando uma baixa toxicidades das GAC, particularmente nesse método, relacionado

a atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase.

O presente estudo determinou de maneira pioneira a auséncia de
citotoxicidade das GAC® em neutrofilo humano, contudo existem na literatura estudos
de seguranca acerca das espécies que compdem esse fitoterapico. Trovato et al. (1996)
mostraram que o extrato aquoso de Matricaria recutita L. ndo foi citotoxico em células
do sarcoma de Yoshida. Bijak et al (2013) apresentaram que 0 extrato seco de M.
chamomilla ndo possui nenhum efeito citotoxico em células humanas (linhagem de
pulmao) e de camundongos (fibroblastos). Kaileh at al. (2007) através do demonstraram
através do teste do MTT a auséncia de citotoxicidade do extrato organico dos frutos de
Foeniculum vulgare. Ainda, mais recentemente a apigenina (1,85 mM) ndo mostrou
genotoxicidade em linhagem de células leucémicas - HL-60 (ANTER et al., 2011). Testes
in vivo com a tintura de Matricaria recutita ndo mostraram efeito citotoxico ou

mutagénico nas doses correspondentes até 100 gotas diarias do produto
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(DELARMELINA et al., 2012). Portanto, os dados obtidos no presente estudo acerca da
citotoxicidade das GAC®, corroboram estudos anteriores que mostraram a auséncia de
citotoxicidade de produtos derivados ou moléculas obtidas de espécies que compdem esse
fitoterapico.

Este trabalho também investigou a possivel toxicidade do GAC em células de
hepatoma HepG2 determinado pelo ensaio de MTT. A adi¢do de quantidades crescentes
de concentracbes de GAC em células HepG2 interferiu significativamente com a
viabilidade das células em concentracfes elevadas do fitoterapico, 0 que sugere que o
produto possui baixa toxicidade para o metabolismo de células hepaticas. Este resultado
é, possivelmente, obtido através de uma acdo sinérgica das espéecies que compdem o
fitoterapico (camomila, erva-doce e genciana), que tem apigenina entre outros
componentes ativos. A presenca deste flavondide esta relacionada com uma atividade
anticAncer em muitas células cancerigenas humanas, incluindo HepG2, baixa
citotoxicidade e auséncia de atividade mutagénica, além da sua atividade anti-
inflamatdria (LIN et al, 2012; MASCARAQUE et al, 2015). Além disso, Choi et al (2007)
demonstraram que, 0 extrato de erva-doce (aquoso e etanolico) mostrou pouca ou
nenhuma citotoxicidade em células de hepatoma humano SK-HEPL1.

A baixa toxicidade do fitoterdpico GAC observada pela realizacdo do
presente estudo motivou prosseguirmos os estudos pre-clinicos com esse produto, agora
avaliando seu possivel efeito farmacoldgico no sistema gastrointestinal, efeito esperado
do uso do fitoterapico em estudo considerando sua indicacdo no tratamento de desordens
gastrointestinais. Destaca-se que o0s resultados obtidos no estudo da avaliacdo da
seguranca das GAC orientou a selecdo de doses do fitoterapico para o estudo de eficacia,
onde foram empregadas doses abaixo da NOAEL estimada para o fitoterapico.

A avaliacdo farmacologica das GAC foi realizada investigando os seus
possiveis efeitos sobre a motilidade gastrointestinal, a secrecdo gastrica, dispepsia,
diarreia e a dor visceral. Essas acOes foram investigadas considerando, dentre outros
aspectos os principais sintomas das desordens gastrintestinais funcionais, que incluem
dor, nauseas, vémitos, saciedade precoce e azia (HOLTMANN et al., 2006).

Inicialmente foi avaliado o efeito das GAC sobre o transito intestinal normal
de camundongos através do modelo do carvéo ativado, uma ferramenta muito util na
avaliacdo farmacologica de um novo farmaco, capaz de determinar seu possivel efeito
inibitério ou estimulatério sobre a atividade peristaltica. No presente estudo, foi

observado que a administracao oral das GAC néo induziu alteragdo no transito intestinal
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normal de camundongos, enquanto a morfina, usada como droga padrdo - agonista
opiodide, reduziu significativamente o trénsito intestinal dos animais, confirmando o
potencial dos opidceos como farmacos capazes de induzir a constipacdo intestinal
(ROEBEL et al., 1979; WALTERS & MONTAGNINI, 2010; CAMILLERI, 2011).

O betanecol € um agonista colinérgico seletivo para receptores muscarinicos,
resistente & hidrolise pela acetilcolinesterase, e considerado um farmaco pro-cinético,
capaz de aumentar a atividade peristaltica do trato gastrointestinal. Os principais subtipos
de receptores muscarinicos presentes no trato gastrointestinal séo M2 e M3 (RANG et al.,
2012; BROWN; TAYLOR, 2003). No presente estudo o aumento do transito intestinal
induzido por betanecol em camundongos foi significativamente inibido pelas GAC, bem
como pela atropina, antagonista muscarinico. Ainda nas avaliacdes dos possiveis efeitos
das GAC sobre o sistema gastrointestinal, foi observado que o fitoterapico, ao contrario
da cimetidina, um antagonista histaminico — receptor H2, ndo interferiu no volume
secretdrio gastrico e na acidez total géstrica determinadas em ratos submetidos a ligadura
de pilérica.

Estudo realizado por Savino et al (2008; 2005) mostraram que o fitoterapico
ColiMil (Matricariae recutita, Foeniculum vulgare e Melissa officinalis) indicado na
clinica no tratamento da colica infantil, e que possui uma composi¢do comparavel as
GAC, é capaz de inibir o transito intestinal de camundongos normais ou tratados com
o6leo de créton. Andlises isoladas dos extratos de Matricaria recutita e Melissa officinalis
mostraram que estes, mas no o extrato de Foeniculum vulgare interferiram na motilidade
intestinal. Confirmando esse estudo, Calzado et al. (2010) analisaram o extrato
metanolico da camomila sobre a hiperperistalsia em ratos, encontrando que o extrato em
questdo inibiu em 56% o transito intestinal dos animais, sendo considerada um efeito
moderado, quando comparado com a loperamida, um farmaco opiéceo.

Acerca dos constituintes bioativos presentes nas GAC, Di Carlo et al. (1993)
mostraram que a apigenina (12,5 — 50 mg/Kg), flavondide bioativo da camomila
(componente majoritario das GAC) foi capaz de reduzir o transito intestinal em
camundongos. Assim, possivelmente, parte do efeito inibitério das GAC observado sobre
0 transito intestinal de camundongos esta relacionado a presenca de apigenina no
fitoterapico, que quando administrado na dose de 400 mg/Kg, por exemplo, expds 0s
animais a uma dose de apigenina de aproximadamente 7 mg/Kg. Assim, a inibi¢do do
transito intestinal pelas GAC em animais sob a agdo do betanecol, esta possivelmente

relacionado a uma ac¢do da apigenina, presente na camomila.
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O aumento da secrecdo de acido cloridrico, assim como alteracbes da
integridade da mucosa e dos fatores de citoprotecdo gastrica podem contribuir para a
patogénese da Ulcera péptica, um dos sintomas associados aos quadros de dispepsia
(BIGHETTI; ANTONIO; CARVALHO, 2002). A secre¢do acida é regulada
principalmente, pelas células parietais, acetilcolina, gastrina e histamina (HERNEY;
SACHS, 1995), e acredita-se que seu aumento seja pela ativacao do refluxo vago-vagal
por estimulacéo dos receptores de pressao na mucosa gastrica no modelo de hipersecrecao
de ligadura do piloro (BAGGIO et al., 2003). A patogénese da Ulcera péptica envolve um
disturbio no balango entre os fatores agressivos (producdo de &cido gastrico e pepsina) e
mecanismos de defesa da mucosa (producdo de muco e bicarbonato). Atualmente, o
tratamento desta patologia é geralmente baseado na inibicdo da secrecdo acida gastrica
por bloqueadores dos receptores Hz de histamina, inibicdo da bomba de prétons ou ainda,
0 uso de muscarinicos.

Os inibidores Hz se ligam de modo reversivel aos receptores H> da célula
parietal, inibindo a resposta secretdria acida desses receptores. Apresentam efetividade
comprovada e sdo usados por milhdes de pessoas no mundo. A eficacia clinica da droga
depende da inibicéo gastrica desejada e de aspectos inerentes a essa inibi¢do. Essa classe
de drogas é mais eficiente em inibir a secrecdo &cida basal, particularmente a secrecéo
acida noturna, sendo a cimetidina um dos representantes de medicamentos desta classe
(GUIMARAES, MARGUET; CAMARGO, 2006).

As GAC nas concentracOes testadas (100-400 mg/kg) ndo foram capazes de
alterar significativamente os valores de volume secret6rio e acidez gastrica em ratos
submetidos ao modelo de ligacdo do piloro. A cimetidina, droga utilizada como controle
positivo, foi eficaz em reduzir esses dois parametros nos animais tratados.

Khayaal et al (2006) avaliaram as espécies vegetais que compbem o
fitoterapico Iberogast, onde a camomila é uma das plantas presentes na formulacéo, que
tem como indicacdo de uso nas desordens gastrintestinais. O extrato aquoso de M.
chamomille foi testado e relatada a sua eficacia na diminuicdo da producdo de acido
gastrico, sendo possivel inclusive, encontrar resultados semelhantes do extrato de
camomila com os valores encontrados pela cimetidina.

O extrato aquoso (10%v/v) de F. vulgare foi utilizado para avaliar o possivel
aumento de secrecdo acida géastrica em ratos. A espécie vegetal foi capaz de aumentar
quase quatro vezes o valor de secre¢do (em mL), quando comparados com o grupo basal
(0,42 mL; 0,12 mL, respectivamente) (VADUSEVAN et al., 2000).
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De forma contraditdria aos achados deste trabalho, os trabalhos citados acima
mostraram atividades antagbnicas do extrato de camomila e de funcho, e que no
fitoterapico GAC eles estdo presentes na composicdo da formulacdo. Provavelmente
esses efeitos podem ter sido anulados, justificando a auséncia de efeitos das GAC no
volume secretdrio e acidez gastrica nos animais testados.

Dentre 0s sintomas tipicos presentes nas desordens gastrointestinais podemos
relacionar desconforto ou dor e distensdo abdominal, flatuléncia, nduseas, vomitos e
alteracdo do habito intestinal (constipacdo, diarreia ou alternancia de constipacédo e de
diarreia) (HOLTMANN et al., 2006). Nesse sentido, prosseguindo o estudo das GAC, foi
investigado seu efeito sobre a diarreia induzida pelo éleo de ricino em camundongos.

A administracdo oral das GAC em camundongos ampliou o efeito
laxante/diarreico do 6leo de ricino, ndo mostrando uma agdo dose-dependente. Por outro
lado, a loperamida (droga padrdo) inibiu significativamente a diarreia induzida pelo 6leo
de ricino, por prolongar o transito intestinal via receptor opidde p (DE LUCA; COUPAR,
1996).

A diarreia significa mudanca no habito intestinal, e normalmente estdo
envolvidos mais de um mecanismo de inducdo, como alteracdo na motilidade e
acumulacdo de fluido no lumen intestinal, que pode ser ocasionado por um aumento na
secrecdo de eletrolitos, um aumento na ingestdo de substancias osmaticas ou a presenca
de microorganismos, relacionada a uma diarreia infecciosa (FIELD, 2003;
CHRISTENSEN, 1994).

A diarreia induzida pelo 6leo de ricino esta relacionada especialmente a
presenca do acido ricinoléico, que age aumentando a atividade peristaltica e alterando a
permeabilidade da membrana a agua e eletrolitos, reduzindo a absorcdo de Na+ e K+ e
decrescendo a atividade da Na+ e K+ ATPase (AMMON; THOMAS; PHILIPS; 1974).
Ainda, ha um consenso de que o 6leo de ricino induz a diarreia estimulando a sintese de
prostaglandinas (AWOUTER, 1978). No presente estudo, a ampliagéo do efeito diarreico
do bleo de ricino pelas GAC pode envolver um ou mais mecanismos de acdo promotores
da diarreia, que ndo relacionado a uma agdo peristaltica. Estudo anterior (KLEIN, 1998)
determinou o efeito laxante do funcho, bem como da camomila no modelo experimental
de diarreia induzida pelo 6leo de ricino (SEBAI et al., 2014). Dessa forma, pelo menos
parte do efeito das GAC determinado, esta relacionado a presenca dessas espécies no
produto. Além disso, outras formulagdes farmacéuticas contendo quatro espécies vegetais

incluindo Foeniculum vulgare e Pimpinela anisium, ambas aromaticas e ricas em anetol,
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possui comprovado efeito laxante determinado através de estudo clinico (PICON et al.,
2010).

Como um tipo de desordem do trato gastrintestinal, a dispepsia funcional
acomete em torno de 20% dos pacientes do mundo, sendo considerada uma das doencas
mais prevalentes. E definida como uma dor cronica e recorrente ou apresentada com
desconfortos centralizados na parte superior do abdémen, onde os sintomas séo a forma
de deteccao da dispepsia funcional, ja que ndo provoca nenhuma anormalidade funcional
nos pacientes (TALLEY, 2006; SHAIB; EL-SERAG, 2004, TACK et al. 2006a). A
etiologia e a fisiopatologia da dispepsia ndo estdo plenamente esclarecidas, mas varios
fatores estdo envolvidos: alteracdo da sensibilidade e percepcdo visceral, disfuncédo
gastrointestinal motora e secretorias, infeccdo por Helicobacter pylori, fatores
psicossociais e contribui¢des genéticas (TACK; LEE, 2005, FILIPOVIC et al., 2013; LIU
etal., 2013).

O desafio da busca de novos tratamentos para as desordens gastrintestinais é
significante, pois, mesmo com o surgimento de novas drogas, 0 uso de tratamentos
complementares para melhorar os sintomas e a qualidade de vida dos pacientes é
continuo, principalmente por aqueles acometidos pela dispepsia funcional e sindrome do
intestino irritavel. Nesse contexto, o0os modelos experimentais de desordens
gastrointestinais tém um papel importante auxiliando na possivel obtencdo de novos
farmacos, que apresentem vantagens terapéuticas em relacdo a terapia atual para o
tratamento dessas desordens gastrointestinais. Dentre os modelos existentes, podemos
relacionar a dispepsia induzida por cisplatina em ratos.

O uso clinico da cisplatina (quimioterapico) esta associado a ocorréncia de
efeitos colaterais a nivel do trato gastrointestinal, especialmente a experiéncia de nausea,
vOmito, anorexia e mal-estar gastrico. Dessa forma, a cisplatina tem sido empregada como
modelo experimental para inducéo de sintomas que integram a clinica da dispepsia, sendo
assim uma ferramenta muito Util para a pesquisa de farmacos anti-eméticos. A inducao
desse modelo nos roedores, tais como, ratos e camundongos constitui um desafio,
considerando que estes ndo possuem o reflexo da émese. Porém, essa dificuldade tem
sido superada pela indu¢do nos animais do héabito de ingerir produtos sem valor
nutricional, como o caulim, um comportamento denominado pica e que mimetiza a
nausea e a émese (VERA at al., 2006; TAKEDA et al., 1993). Véarios agentes podem ser
empregados na inducdo da émese nesses animais (ex.: apomorfina, cisplatina, etc), que

inclui fendbmenos como a liberagdo de serotonina por células enterocromafins (ENDO et
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al., 2002) e a ativagdo de neurdnios na area postrema or the nucleus tractus solitarius
(YAMADA et al., 2000). Ainda, destaca-se que farmacos utilizados clinicamente no
controle da nausea e da émese, como ondansetrona, dexametasona e bloqueadores da
NKZ1 tém sido eficazes na reducdo do pica nos ratos (TAKEDA et al., 1993; de WIT et
al., 2004).

O tratamento dos animais com as GAC promoveu um efeito anti-
dispético/anti-emético comparavel a ondansetrona, um antagonista 5-HTs3, reduzindo o
pica, o retardamento e o conteldo gastrico dos ratos em relacdo ao grupo controle
(Agua+cisplatina). Ainda, a semelhanca de trabalho anterior (LIU et al., 2006), foi
observado no presente estudo que a administragdo de cisplatina nos ratos interferiu no
peso corporal dos animais, que ndo mostraram um aumento gradual do peso ao longo do
periodo de estudo (4 semanas), como observado nos animais do grupo nao tratado. Esse
efeito da cisplatina ndo foi inibido pelas GAC ou pela ondansetrona.

O retardo no esvaziamento gastrico é considerado um dos principais sintomas
em pacientes com dispepsia funcional, pois acredita-se que esse atraso no esvaziamento
gastrico pode reduzir a fome, aumentar a saciedade, e até mesmo causar desconforto
gastrico, os quais representaria uma barreira significativa a alimentacdo adequada. Esse
retardo também pode influenciar a funcdo da secrecdo gastrointestinal, o que por sua vez
pode afetar ainda mais a motilidade gastrointestinal, resultando em alteraces no
ambiente quimico luminal, refluxo biliar anormal e os sintomas da dispepsia funcional
(MEARIN et al., 1995; MOAYYEDI et al., 2003; TALLEY et al., 2006). Dessa forma, a
inibicdo do retardo do esvaziamento gastrico apresentada pelas GAC, e o seu efeito anti-
emético, sugere um potencial promissor desse fitoterapico no tratamento da dispepsia. O
mecanismo pelo qual as GAC exercem seu efeito anti-dispéptico/anti-emético é
desconhecido, podendo estar relacionado a modulacdo de um ou mais mediadores como
serotonina, dopamina, neurocinina e/ou prostaglandinas, que tém um papel importante na
génese da emese (VEYRAT-FOLLET; FARINOTTI; PALMER, 1997; JOHNSTON;
RUDD ,2014; TAKEDA et al., 1993; WIT et al., 2004).

Corroborando o potencial das espécies que compdem as GAC nas desordens
gastrointestinais, varios estudos envolvendo fitoterapicos que tém em sua composicdo as
especies vegetais que fazem parte da formulagdo (M. camomila, F. vulgare e G. lutea),
tem comprovado a eficécia clinica destas no tratamento destas desordens, como o
Iberogast®. Este produto de origem europeia, presente no mercado ha mais de 40 anos,

possui eficacia frente aos distdrbios gastrintestinais, como a dispepsia e sindrome do
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intestino irritavel e Ulceras induzidas por indometacina, demonstrou uma boa
tolerabilidade em humanos, sem nenhuma modificagdo em parametros laboratoriais nos
pacientes que utilizaram o produto, confirmando a sua seguranca e eficacia em uso clinico
(ROSCH et al., 2006) (ROSCH et al., 2006; KHAYYAL et al., 2001; KHAYAAL et al.,
2006; BERTRAM et al., 2013).

Varios estudos (ALANIS et al., 2005; AL-HASHEM, 2010; ROSCH et al.,
2006; SINGH, 2008) tem mostrado o potencial da camomila, genciana e funcho, e de seus
respectivos constituintes bioativos, para o tratamento de distdrbios gastrointestinais. O
efeito estimulante géstrico de Gentiana lutea deve-se principalmente a presenca de
glicosidios secoiridoides de sabor amargo como a swertiamarina, gentiopicrosidio,
amarogencina, e swerosidio (NEWALL et al., 1996). Os efeitos bioldgicos da genciana
sdo devidos também a outros constituintes, como o acido loganico (iridéide com atividade
antiinflamatdria), glicosideos de xantonas (genciosidio e seu isémero) e xantonas
(gencisina e a isogencisina) (RECIO et al., 1994). Extratos das raizes de G. lutea
mostraram efeito antibacteriano contra H. pylori, com um CIM de 100 pg/ml (MAHADY
et al., 2005).

Um outro fitoterdpico, o Lomatol® (preparacdo composta por extratos de
Carum carvi, Foeniculum vulgare, Mentha piperita e Artemisia absinthium) mostrou ser
bastante eficaz no tratamento de pacientes com transtornos gastrintestinais quando
comparado ao uso de metoclopramida, um antagonista dopaminérgico utilizado no
tratamento das mesmas queixas. Os pacientes que utilizaram o fitoterapico relataram
alivio dos sintomas, sem o surgimento de efeitos adversos significativos, que mostra que
0 medicamento de origem vegetal é seguro e eficaz quando comparado ao tratamento
padrdo (WESTPHAL; HORNING; LEONHARDT, 1996). E por fim, um fitoterapico do
Japdo, Xiao Pi-1l, preparado com nove ervas chinesas: Dangshen (Radix Codonopsis),
Baizhu (Rhizoma Atractylodis Macrocephalae), Cangzhu (Rhizoma Atractylodis
Lanceae), Fuling (Poria), Banxia (Rhizoma Pinelliae), Sharen (Fructus Amomi), Chenpi
(Pericarpium Citri Reticulatae), Zhigiao(Fructus aurantii Submatutus), Gancao (Radix
Glycyrrhizae), utilizado tradicionalmente para regular a motilidade gastrointestinal e
tratar a dispepsia, foi avaliado em comparacdo com a mosaprida (agonista seletivo dos
receptores 5-HT4), que aumenta a motilidade gastrintestinal. O fitoterapico aumentou o
esvaziamento gastrico e diminuiu os sintomas pds-prandiais, sendo até mesmo superior a
mosaprida, justificando o uso de Xiao Pi-1l pela populagéo e se tornando uma nova opgéo

de tratamentos para esses pacientes (LIU et al., 2013).
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Nas desordens gastrointestinais, a dor visceral tem um papel importante no
desconforto relatado por pacientes (HOLTMANN et al., 2006). Isso, somada a
observacdo de varios estudos (RAHIMI et al., 2013; BLUMENTHAL, 1998;
NASTASIJEVIC et al., 2012) comprovando o potencial anti-inflamatorio de extratos ou
constituintes quimicos das espécies que compdem as GAC®, nos levou a investigar o
potencial antinociceptivo desse fitoterdpico em camundongos.

Os modelos animais utilizados na avaliagdo de moléculas com atividade
antinociceptiva baseia-se na observacdo da resposta animal frente a utilizacdo de
estimulos de diversos tipos e duragéo, e sdo divididos em trés categorias: 0s que utilizam
estimulos térmicos, mecéanicos e quimicos (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). A
nocicepc¢do desencadeia no animal comportamentos tipicos, como lamber a area lesada,
apresentar o reflexo da retirada da parte do corpo agredida pelo calor, ja que o animais
ndo séo capazes de verbalizar os componentes subjetivos da dor. Portanto, drogas que
suprimem 0s comportamentos nociceptivos sdo denominadas antinociceptivas e, aquelas
que induzem o comportamento nociceptivo sdo chamadas de prd-nociceptivas ou
algogénicas (CARVALHO, 2011). O uso de substancias algogénicas como capsaicina,
mostarda e ciclofosfamida em animais, quando aplicado nas estruturas viscerais, pode
provocar comportamentos relacionados a dor, como também reacGes inflamatorias,
guando tanto os neurénios aferentes viscerais sdo sensibilizados ou quando os neurénios
centrais sofrem sensibilizacdo central. Na busca de novos produtos com atividade
antinociceptiva, é utilizado o modelo agudo de dor visceral induzida pela instilacéo
intracoldnica de 6leo de mostarda, para produzir comportamentos relacionados com a dor
espontanea em camundongos (lamber o abdémen, alongamento e contorcdes
musculares), que tem relacdo com os sintomas de distdrbios gastrointestinais em humanos
(MAIA et al., 2006).

A dor e o desconforto sdo as principais sensacfes expressas pelas visceras e
aumentam a intensidade e frequéncia em pacientes com alguma desordem funcional. Os
nociceptores viscerais sensibilizados podem contribuir para estas sensacoes alteradas, e
sabe-se que poucas drogas estdo disponiveis para o tratamento da dor de origem visceral
(LIMA JUNIOR, 2005).

O alil-isotiocianato, o principal constituinte do 6leo de mostarda, € um
potente ativador neuronal que promove alodinia e hiperalgesia em poucos minutos ap6s
a administracdo. Seu principal mecanismo de agdo esta relacionado ao seu papel nos

receptores da capsaicina TRPV1, além de desenvolver leséo tecidual direta com producao



138

de mediadores inflamatérios, como a bradicinina e prostaglandinas (LIMA JUNIOR,
2005).

No presente estudo pode ser observado que a administracdo de 6leo de
mostarda aos camundongos induziu um aumento significativo no ndmero total de
comportamentos de dor visceral em relagdo aos animais administrados apenas com salina.
Porém, o pré-tratamento dos animais com as Gotas Arthur de Carvalho nas doses
investigadas, promoveu a semelhanca da morfina, farmaco padrao/agonista opioide, uma
reducdo significativa (p<0,05) no comportamento da dor/nocicepg¢éo visceral induzida
pelo 6leo de mostarda em relagdo ao grupo controle.

Estudo realizado por Kimball et al. (2005) mostraram que a administragéo
intracolénica do 6leo de mostarda nos animais induz um quadro de colite, que envolve
um processo inflamatdrio intenso. Nesse contexto, considerando que 0s agonistas
adrenérgicos-o2 mostraram agdo antinociceptiva em modelo de colite induzida por
formalina em ratos (MIAMPAMBA et al., 1996), foi investigado no presente estudo a
possivel participagdo dos receptores adrenérgicos-a2 no efeito antinociceptivo das GAC.
Para tanto, foram empregados no estudo a clonidina e a ioimbina, agonista e antagonista
adrenérgicos-02, respectivamente. No estudo, ambos, clonidina e GAC, mostraram
atividade antinociceptiva que foram revertidas na presenca da ioimbina, sugerindo assim,
que pelo menos parte do efeito antinociceptivo das GAC envolve a participacdo de
receptores adrenérgicos-a2. Destaca-se 0 papel importante desses receptores, que
exercem um efeito regulatério inibitério importante na modulacdo da dor aguda e
hiperalgesia inflamatoria, destacando um papel importante na dor de origem somatica e
também na de origem visceral, atuando via proteina G na inibicdo da enzima adenilato-
ciclase para aumentar o efluxo celular de K* e suprimir as correntes de Ca*™, que impede
a liberacdo de substancia P e glutamato pelos terminais nervosos (MANSIKKA et al.,
2004; MILLAN, 2002).

O sistema opidide exerce papel fundamental na modulacdo da dor tanto em
condicdes fisioldgicas quanto em condicdes inflamatorias (LOHMANN; WELCH, 1999;
CUNHA et al., 2010; MAIA, 2006). Assim, prosseguindo os estudos foi investigada a
participacao do sistema opioide no efeito antinociceptivo das Gotas Arthur de Carvalho.

O tratamento dos animais com GAC (400 mg/kg, v.0.) ou com morfina
(5mg/kg, s.c.) promoveu inibicéo significativa (p < 0,05) do nimero de comportamentos
de dor nos animais, quando comparados ao grupo controle. Porém, & semelhanca do que

foi observado para a morfina, o efeito antinociceptivo das GAC foi revertido pela
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naloxona, antagonista opiodde-p, sugerindo assim a participacdo dos receptores opidides
também na antinocicepc¢éo visceral das GAC.

Estudos mostram que o efeito analgésico da morfina é mediado pela inibicdo
da proteina G, que inibe a formacdo de AMPc e a condutancia do Ca*, enquanto ativa a
condutancia dos canais de K+, induzindo a hiperpolarizacdo de células nociceptivas
(NESTLER, 2004; RODRIGUES; DUARTE, 2000). Portanto, embora o efeito
analgésico da morfina seja mediado por receptores L, 0s canais de Ca™ e K* tém um papel
importante na analgesia desse opiéde (CHIOU & HOW, 2001; CUNHA et al., 2010;
BENEDEK; SZIKSZAY, 1984). Assim, considerando os resultados até entdo obtidos
acerca do mecanismos de acgdo antinociceptiva das GAC, foi investigada a participacédo
do canal de K™ ATP-dependente nesse efeito.

No presente estudo, foi observado que o efeito antinociceptivo das GAC néo
foi revertido pelo pré-tratamento dos animais com a glibenclamida, antagonista do canal
de K" ATP-dependente, enquanto o diazéxido (atua na abertura do canal de K* ATP-
dependente) teve seu efeito significativamente revertido pela glibenclamida. Assim,
diante dos resultados obtidos os canais de K* ATP-dependente parecem ndo estar
envolvidos no efeito antinociceptivo visceral das GAC.

As GAC possuem efeito antinociceptivo visceral, que parece estar
relacionado a ativagdo de receptores adrenérgicos a2 e opidide p, onde os canais de K*
ATP-dependente parecem ndo ter um papel importante. Contudo, ndo pode ser descartada
a participacédo de canais i6nicos na acdo das GAC, tais como 0s canais de calcio, a serem
investigados, juntamente com o possivel envolvimento de receptores vanildides, que tém
também um papel importante na nocicep¢do induzida pelo 6leo de mostarda. Por fim,
destaca-se que possibilidade do efeito antinociceptivo das GAC estar relacionado a uma
outra acdo do produto, tais como efeito sobre a movimentacéo espontanea ou sedacdo, foi
descartada pois as GAC (400 mg/Kg, v.0.) ndo induziu alteracdo significativa no
parametro investigado (nimero de cruzamento) em relagdo ao grupo controle no teste do
campo aberto.

Dentre as espécies que compdem as GAC, destaca-se a contribuicdo da
camomila (matéria-prima ativa majoritaria) para o efeito antinociceptivo do fitoterapico.
Pinheiro et al. (2012) mostraram que a apigenina, flavondide bioativo da
camomila/marcador no controle de qualidade das GAC, possui efeito antinociceptivo
inibindo tanto a primeira quanto a segunda fase da nocicepcéo induzida pela formalina

em camundongos. Além disso, a a¢do antinociceptiva desse flavondide foi determinado
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em outro modelo de nocicepgao, como contor¢do abdominal induzida por &cido acético,
onde mostrou efeito comparavel ao acido acetilsalicilico e a morfina. Ainda, no mesmo
estudo foi demonstrada a participacdo dos sistemas colinérgico e opidide no seu efeito
antinociceptivo da apigenina, reforcando os resultados do presente estudo.

Corroborando o papel importante da camomila para o efeito antinociceptivo
das GAC, estudos (LEITE et al.,, 2010; ROCHA, 2009) mostraram o0 potencial
antinociceptivo do alfa-bisabolol, um sesquiterpeno da camomila, determinado atraves de
varios modelos de nocicepcao, como o modelo experimental de dor visceral induzida pelo
6leo de mostarda, contor¢do abdominal induzida por acido acético e formalina em
camundongos.

Estudo realizado no nosso laboratério (SILVEIRA, 2013) mostrou que o
fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho® possui efeito relaxante muscular em intestino de
rato, além de efeito antiespasmddico por mecanismo ndo-competitivo envolvendo
provavel inibicdo do influxo de Ca?* a partir do meio extracelular. Assim, as GAC
constituem um fitoterapico com dupla acdo, ou seja, antiespasmaodico e antinociceptiva,
uma caracteristica de interesse considerando que na clinica € comum medicamentos
formulados pela associagdo de farmacos antiespasmaodicos e analgésico para o tratamento
da dor de origem espasmogeénica.

Acerca de todos os dados no presente trabalho, pode-se considerar a sua
relevancia por ser um estudo inédito sobre a seguranca e eficacia ndo clinica do
fitoterapico Gotas Arthur de Carvalho (GAC), indicado tradicionalmente no Nordeste
para 0 tratamento de desordens gastrintestinais, corroborando suas indicacfes
terapéuticas e justificando seu uso pela populacdo. Ainda, destaca-se o efeito anti-
dispético e antinoceptivo das GAC em modelo de dor visceral, isso, sem esta associado a
constipacdo, como ocorre com opiddes. Contudo, estudos adicionais sdo ainda
necessarios relacionados especialmente a determinacdo do mecanismo de acdo de parte
das atividades farmacolodgicas determinadas, como atividade anti-dispéptica, bem como
perseverar nos estudos desse fitoterapico apoiando a realizacdo de estudos clinicos, que

ird viabilizar o registro das Gotas Arthur de Carvalho como fitoterapico no pais.



141

7 CONSIDERACOES FINAIS

As GAC mostraram um baixa toxicidade tanto in vitro (neutrofilo e
hepatdcitos) quanto in vivo — em roedores, com estimativa de uma DL50 acima de 2g/kg.
Ademais, estudo de toxicidade de dose repetida ratificou a baixa toxicidade do produto

através de avalia¢Ges bioquimica, hematoldgica e histopatoldgica.

Na avaliacdo farmacoldgica, as GAC mostraram potencial antidispéptico,
reduziu o transito intestinal induzido por betanecol, além do efeito laxativo. Ainda, o
fitoterapico mostrou um efeito antinociceptivo no modelo de dor visceral induzido pelo
6leo de mostarda onde tanto sistemas opidide e adrenérgico, além dos canais de potassio

que mostraram um papel importante nessa acao.

Os dados ndo clinicos das GAC padronizadas quanto ao teor de marcadores
ativos (apigenina, gentiopicrosidio e anetol) sdo relevantes para compor todas as
informacBes necessarias para a confirmacdo de seguranca e eficacia desse fitoterapico
tradicional na regido Nordeste, fortalecendo a indicacdo do produto e viabilizando a
renovacgdo de seu registro, ou obtencdo de novo registro junto a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. Somada a isso destaca-se a importancia de trabalhos dessa natureza
que envolveu parceria universidade-empresa/ Industria Farmacéutica, tornando o trabalho

algo concretamente aplicada as necessidades sociais e econémicas da regiao.
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