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ARAUJO, E.J.F. Avaliacio pré-clinica dos efeitos toxicoldgicos agudos e ansioliticos da
riparina A e complexag¢ao com f-ciclodextrina. 108p, 2017. Orientador: Prof. Dr. Francisco
das Chagas Alves Lima. Tese de Doutorado. Programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia.
Rede Nordeste de Biotecnologia, RENORBIO. Universidade Federal do Piaui, UFPI, Teresina-
Piaui.

RESUMO

A N-(2-feniletil)benzamida ou riparina A (Rip-A) consiste em um derivado sintético das
riparinas naturais extraidas da Aniba riparia (Nees) Mez, amidas caracterizadas por possuirem
relevante atividade central. A presente tese buscou realizar a avaliagao pré-clinica da toxicidade
aguda e atividade ansiolitica da riparina A, assim como, obter e caracterizar o complexo de
inclusdo da referida substancia com betaciclodextrina (B-CD). Foi realizada a sintese da riparina
A mediante a reacdo de Schotten-Bauman seguido da execucdo do teste agudo de classe da
Organization for Economic Cooperation and Devevolpment, diretriz n°® 423 e avaliacdo dos
seus efeitos bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos nas doses de 300 e 2000 mg kg tem
camundongos adultos linhagem Swiss. Procedeu-se com a investigacao da atividade ansiolitica
da Rip-A nos modelos animais classicos do labirinto em cruz elevado (LCE), caixa claro-escuro
(TCE) e do teste de esconder esferas (TEE) nas doses de 50, 100 e 200 mg kg seguido da
elucidacdo das interacdes envolvidas com receptor farmacoldgico GABAA mediante estudo de
docagem molecular. Por fim, foi obtido o complexo de inclusdo Rip-A/B-CD por spray-drying,
caracterizando-o através de diagrama de solubilidade de fases de Higuchi e Connors, estudo de
solubilidade, andlise térmica por calorimetria exploratéria diferencial (CED), difracdo de raios
X (DRX), espectroscopia de infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN *H) e microscopia eletronica de varredura (MEV), além da verificacio comparativa da
atividade citotoxica artemicida da Rip-A isolada e do complexo de inclusdo. O tratamento
agudo com a Rip-A ndo causou sinais de toxicidade no screening hipocratico e ndo provocou
mortes. A substancia foi classificada como categoria 5, segundo Globally Harmonised System,
com baixa toxicidade e DLso superior a 2000 mg kg™. Houve elevacdo nos niveis de
triglicerideos e alteracdes histopatoldgicas no figado e nos rins dos roedores envolvidos no
estudo de toxicidade, com presenca de degeneracao hidrdpica, esteatose, congestdo vascular e
trombos em ambos 0s grupos tratados e auséncia de alteracfes hematoldgicas. A atividade
ansiolitica foi preponderante com a dose de 200 mg kg?® com elevacdo no tempo de
permanéncia nos bragos abertos do LCE, aumento no numero de transicdes entre 0s
compartimentos no TCE e reducéo no total de esferas escondidas no TEE. O estudo in silico
indicou gque a Rip-A interage em sitio de ligagdo que envolve a subunidade 1 do receptor
GABAA com participacdo do residuo de aminoécido Tyr87, diferentemente do diazepam. A
complexacéo, por sua vez, mostrou-se mais eficaz com a metodologia da secagem por aspersdo
0 que gerou aumento da hidrossolubilidade da Rip-A e diagrama de solubilidade do tipo A.. A
complexacdo foi constatada pela reducdo do pico endotérmico a 116,2°C na curva de CED,
reducdo do sinal de angulo 20 em 12,6° na analise por DRX, reducdo dos picos a 1544 cm™,
2850 cm™ e 3344 cm™ na analise por 1V e variagdo do deslocamento quimico do Hs da B-CD
no espectro de RMN *H. O complexo tem morfologia distinta do aspecto cristalino da Rip-A
livre e apresentou superior atividade artemicida (Clso de 117,2 pg mL?) devido melhor
solubilidade da preparacdo. Os resultados obtidos corroboram a baixa toxicidade e a acédo
central da Rip-A, além de abrirem perspectivas para novas pesquisas nas areas de farmacologia
e de tecnologia farmacéutica com as riparinas complexadas.

Palavras-chave: aniba, ansiolitico, complexacdo, pré-clinico, riparina, toxicidade.
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ARAUJO, E.J.F. Preclinical evaluation of the acute and anxiolytic toxicological effects of
riparin A and its complexation with B-cyclodextrin. 108p, 2017. Advisor: Prof. Dr.
Francisco das Chagas Alves Lima. Doctoral thesis. Postgraduate Program in Biotechnology.
Northeast Network in Biotechnology, RENORBIO. Federal University of Piaui, UFPI,
Teresina-Piaui.

ABSTRACT

N-(2-phenylethyl) benzamide or riparin A (Rip-A) consists of a synthetic derivative of the
natural riparins extracted from Aniba riparia (Nees) Mez. These amides are characterized by
having relevant central activity. The present thesis aimed to perform the preclinical evaluation
of the acute toxicity and anxiolytic activity of Rip-A, and the obtention and characterization of
the inclusion complex formed by this substance and beta-cyclodextrin (B-CD). The synthesis
of Rip-A was made by the Schotten-Bauman reaction followed by the performance of the acute
class test from the Organization for Economic Cooperation and Development, Guideline No.
423. It was evaluated the biochemical, hematological and histopathological effects at the doses
of 300 and 2000 mg kg™ in adult mice of Swiss strain. Then, it was made the investigation of
Rip-A anxiolytic activity by the elevated plus maze test (EPM), light/dark box test (LDB) and
marble burying test (MB). These tests were made at the doses of 50, 100 and 200 mg kg™
followed by elucidation of the interactions involved with the pharmacological receptor GABAAa
through molecular docking study. Finally, it was obtained the Rip-A/B-CD inclusion complex
by spray drying. Its characterization was made by phase solubility diagram of Higuchi and
Connors, dissolution profile, differential scanning calorimetry (DSC), X-ray diffraction (XRD),
Infrared spectroscopy (IR), Proton Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR), and Scanning
Electron Microscopy (SEM). In addition, it was made a comparative verification of the
artemicidal property of the isolated Rip-A and the inclusion complex. The acute treatment with
Rip-A showed no signs of toxicity in the hippocratic screening and caused no deaths. The
substance was classified as category 5, according to the Globally Harmonized System, with
low toxicity and LDso above 2000 mg kg™. There were elevations in triglyceride levels and
histopathological alterations in the liver and kidneys of the mice involved in the toxicity study.
It was found hydropic degeneration, steatosis, vascular congestion and thrombi in both treated
groups and absence of hematological alterations. The anxiolytic activity was predominant at
the dose of 200 mg kg™ with increase of the time spent in the open arms of EPM, increase in
the number of transitions between compartments of the LDB, and decrease in the number of
hidden spheres in the MB. The in silico study indicated that the Rip-A interacts at a binding
site that involves the B1 subunit of the GABAA receptor with participation of the Tyr87 amino
acid residue, unlike diazepam. The complexation was shown to be more efficient by the spray-
drying methodology, which increased the water solubility of Rip-A with type solubility diagram
AL. The complexation was confirmed by reduction of the endothermic peak at 116.2 °C in the
DSC curve, reduction of the angle signal 26 in 12.6° in the XRD analysis, reduction of the peak
at 1544 cm, 2850 cm* and 3344 cm™ in the IR analysis, and variation of chemical displacement
in Hzof B-CD in the *H NMR spectrum. The complex presented distinct crystalline morphology
of free Rip-A and higher artemicidal activity (Clso of 117.0 ung mL™) due to its better solubility.
The obtained results confirm the low toxicity and the central action of Rip-A. These findings
create prospects for new research in the areas of pharmacology and pharmaceutical technology
with the complexed riparins.

Key words: aniba, anxiolytic, complexation, preclinical, riparin, toxicity.
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INTRODUCAO

Muitas areas estdo envolvidas na pesquisa de novas opgdes terapéuticas para o combate
as doengas cronicodegenerativas. No Brasil, sdo inimeros os trabalhos realizados na &rea de
fitoguimica visando o isolamento, purificagdo e caracterizagao de principios ativos. Entretanto,
devido as baixas concentracfes dessas substancias no meio natural, a obtengdo de formas
sintéticas representa uma alternativa para viabilizar o desenvolvimento sustentavel de produtos
farmacéuticos com atributos terapéuticos (FRANCA et al., 2008; FAUSTINO et al., 2010;
MOREIRA et al., 2014).

Atualmente ocorre uma busca intensa por substancias farmacologicamente ativas ou
produtos farmacéuticos auténticos por intermédio de variados estudos quimicos,
farmacoldgicos, farmacotécnicos, de tecnologia farmacéutica e biotecnologia. Como
ferramenta alternativa, a quimica computacional pode contribuir para a completa elucidacdo
estrutural e compreensédo de grupos farmacofdricos responsaveis pelo mecanismo de acdo dos
farmacos. Além disso, a utilizacdo de complexos de inclusdo e sistemas de vetorizacdo que
permitem melhorar a solubilidade, a biodisponibilidade e os efeitos terapéuticos de moléculas
ativas sdo exemplos de recursos tecnologicos Uteis na pesquisa e desenvolvimento de novas
opcdes terapéuticas mais seguras e eficazes (ANSEL et al., 2000; LIMA, 2007).

Esses diversos tipos de aprimoramentos farmacéuticos geralmente convergem com a
finalidade de propiciar melhorias nas terapias que ja vem sendo instituidas para os mais diversos
agravos que assolam a sociedade contemporanea. Existe, desta forma, um interesse crescente
em novos produtos que possam se tornar alternativas para tratamento de doencas infecciosas,
imunossupressao, doencas metabolicas, cancer e distdrbios do Sistema Nervoso Central (SNC)
(MACIEL et al., 2002; FILHO, 2006).

Outra vertente muito importante na avaliacdo de fa&rmacos e no desenvolvimento de
medicamentos consiste na avaliacdo das suas propriedades toxicoldgicas. Estudos com animais
geram informacdes que tornam possivel antever efeitos adversos de medicamentos, cosmeéticos,
alimentos e derivados vegetais previamente a exposi¢cdo de seres humanos em estudos clinicos.
A observacdo do consumo de alimentos e variacdo de peso corporal, producdo de excretas, de
parametros bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos permite realizar uma analise
preliminar da toxicidade pré-clinica em protocolos experimentais agudos, subcronicos ou
cronicos (STEINBERG, 1987; BRITO, 1994; DAVINO; BARRQOS, 2003).
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Nesse contexto, a Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae), espécie popularmente
conhecida como “louro” consiste em uma planta medicinal de ocorréncia amazonica tipica. Dos
frutos verdes dessa espécie vegetal foram isolados alcaloides, do tipo alcamidas, denominados
riparinas (I, Il e 111), que em estudos farmacoldgicos apresentaram atividades ansioliticas e
anticonvulsivantes, com menos efeitos colaterais que os medicamentos classicos utilizados para
esses fins, tendo em vista que ndo causam prejuizo motor ou sedacdo. A familia Lauraceae
engloba um numero expressivo de plantas medicinais que sdo alvo de uma vasta exploracéo, o
que as torna susceptiveis a sofrer processo de extingdo em um futuro préximo (VIEIRA et al.,
1997; LEITE, 2008).

Uma alternativa para novas pesquisas foi apresentada por Gutierrez (2006), com a
obtencdo de derivados estruturais sintéticos das riparinas naturais, denominados riparinas A, B,
C, D, E e F (Rip-A, Rip-B, Rip-C, Rip-D, Rip-E e Rip-F) por meio da reacdo de Schotten-
Bauman (Figura 1).

Figura 1. Reacdo de Schotten-Bauman para sintese das riparinas A-F.
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Fonte: adaptado de Gutierrez, 2006.
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Ariparina A (Rip-A), por sua vez, demonstrou recentemente resultados promissores em
estudos neurofarmacolégicos pré-clinicos com modelos experimentais de avaliacdo da
atividade locomotora espontanea de roedores e em ensaios antioxidantes indicando ser
detentora de propriedade neuroprotetora antioxidante central sem causar prejuizos ao toénus
muscular dos animais (NUNES et al., 2014; 2015). E not6rio o grande nimero de publicacdes
com as riparinas naturais na caracterizagdo das suas potencialidades farmacoldgicas.
Entretanto, poucas pesquisas foram realizadas com as riparinas sintéticas, principalmente, para
avaliar sua toxicidade. Dessa forma, essas moléculas surgem com a possibilidade de se
tornarem novos farmacos centrais para a terapéutica da ansiedade, depressdo ou epilepsia com
menores reagoes adversas do que as drogas usuais (MELO et al., 2013; NUNES et al., 2013).

Dentre os transtornos psicossociais mais incidentes, a ansiedade consiste em um estado
patolégico de medo ou de vago sentimento de apreensdo associado a situacdes de estresse, de
perigo ou a outros estados patoldgicos. Esta condicdo em nivel exacerbado exige intervencao
farmacoldgica para tratamento e controle (CASTILLO et al., 2000). Machado-Alba e
colaboradores (2015) afirmam que atualmente, os psicofarmacos estdo entre os medicamentos
mais consumidos na América Latina, principalmente, os antidepressivos e os ansioliticos,
corroborando os dados de outros levantamentos que citam a depressdo e a ansiedade como
disturbios mentais mais prevalentes no mundo (CHAKI et al., 2015).

O Global Disease Burden publicado em 2001 ja elencava os transtornos mentais entre
as 10 principais causas de incapacitacdo da populacdo mundial. Seguindo esse panorama, no
Brasil, os transtornos mentais estdo entre os principais motivadores de concessdo de beneficios
previdencidrios, sendo superados apenas por causas externas e doencas osteoarticulares (OMS,
2010; GAVIN, 2013). Estima-se que os problemas de carater psicol6gico sejam responsaveis
por 21,5% dos anos de vida perdidos ajustados por incapacidade (Disability-adjusted life years
— DALYSs) entre a populagédo brasileira. Dados epidemioldgicos ratificam a alta prevaléncia
nacional de perturbagdes mentais que acometem, principalmente, individuos adultos, do sexo
feminino e que comp&em a populagdo economicamente ativa com indices que variam de 20 a
56% o que justifica o fato da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) enquadrar os estudos
relacionados a sade mental entre as prioridades para pesquisa em satde no Brasil (OMS, 2009;
2014).

Assim, demonstra-se a relevancia da busca por novos tratamentos para a ansiedade. Para
tanto, modelos animais sdo bastante utilizados para subsidiar o desenvolvimento de novas
opcdes em neurofarmacologia (GOMES et al., 2013; REUS et al., 2014). Neste caso, 0s ensaios

do labirinto em cruz elevado, caixa claro-escuro, placa perfurada, campo aberto, barra giratoria
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e o teste de esconder esferas sdo classicamente empregados em varios estudos de avaliagdo do
efeito ansiolitico de substancias com atividade sobre 0 SNC de roedores, a fim de, fornecer
subsidios para a investigacao dos mecanismos neurobiologicos da patologia e da agdo de novos
candidatos a fairmacos ansioliticos para a posterior realizacdo de ensaios clinicos racionais
padronizados em seres humanos (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012; MOREIRA et al.,
2014; MOKROQV et al., 2015).

Logo, a presente tese visa realizar um estudo experimental e tedrico da avaliacdo pré-
clinica das propriedades toxicoldgicas da N-(2-feniletil)benzamida (riparina A) com énfase nos
seus efeitos ansioliticos em camundongos, assim como realizar a obtencdo e caracterizacéo de
um produto tecnoldgico vidvel derivado da riparina A a partir da sua complexacdo com

betaciclodextrina.
Referéncias

ANSEL, H.C. et al. Farmacotécnica: Formas Farmacéuticas & Sistemas de Liberacéo de
Farmacos. Sdo Paulo: Editorial Premier, 2000

BRITO, A.S. Manual de ensaios toxicoldgicos in vivo. Campinas: Editora UNICAMP, 1994,

CASTILLO, A.R.G.L. et al. Transtornos de ansiedade. Revista Brasileira de Psiquiatria,
v.22, Supl 11, p. 20-23, 2000.

CHAKI, S. et al. Antidepressant/anxiolytic potential and adverse effect liabilities of melanin-
concentrating hormone receptor 1 antagonists in animal models. Pharmacology, Biochemistry
and Behavior, V. 135, p. 154-168, 2015.

CRUZ, AP.M.; LANDEIRA-FERNANDEZ, J. Modelos animais de ansiedade e o estudo
experimental de drogas serotonérgicas. In: LANDEIRA-FERNANDEZ, J; FUKUSIMA, S.S.
Métodos em Neurociéncias. Sdo Paulo: Manole, p. 192-217, 2012.

DAVINO, S.C.; BARROS, S.B.M. Avaliacao da Toxicidade. In: OGA, S. Fundamentos de
Toxicologia. 2* ed. S&o Paulo: Ed. Atheneu, p. 57-67, 2003.

FAUSTINO, T.T. et al. Plantas medicinais no tratamento do transtorno de ansiedade
generalizada: uma revisao dos estudos clinicos controlados. Revista Brasileira de Psiquiatria,
v. 32, n.4, p. 429-436, 2010.

FILHO, S.B. Pesquisa e desenvolvimento de farmacos no Brasil: estratégias de fomento.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP. Sdo Paulo, 2006.

FRANCA, 1.S.X. et al. Medicina popular: beneficios e maleficios das plantas medicinais.
Revista Brasileira de Enfermagem, v. 61, n. 2, p. 201-208, 2008.



25

GAVIN, R.S. Depressdo, estresse e ansiedade: um enfoque sobre a satude mental do
trabalhador. Dissertacdo (Mestrado). Universidade de Séo Paulo. Ribeirdo Preto, 2013.

GOMES, V.C. et al. Behavioral evaluation of eigth rat lines selected for high and low anxiety-
related responses. Behavioural Brain Research, v. 257, p.39-48, 2013.

GUTIERREZ, S.J.C. Sintese do Bowdenol, um dihidrobenzofuranoide isolado de
Bowdichia virgilioides e preparacédo de derivados da Riparina isolada de Aniba riparia
com potencial atividade bioldgica. Tese (Doutorado). Universidade Federal da Paraiba. Jodo
Pessoa, 2006.

LEITE C. P. Avaliacdo dos efeitos farmacologicos de (o0-metil)-n-2-hidroxi-benzoil
tiramina (riparina Il) de Aniba riparia (nees) mez (lauraceae) em modelos
comportamentais de ansiedade e depressdo em camundongos. Dissertacdo (Mestrado).
Universidade Federal do Ceara. Fortaleza, 2008.

LIMA, L. M. Quimica medicinal moderna: desafios e contribuicao brasileira. Quimica Nova,
p. 1456-1468, v. 30, n.6, 2007.

MACHADO-ALBA, J.E.; ALZATE-CARVAJAL, V.; JIMENEZ-CANIZALES, C.E.
Tendencias de consumo de medicamentos ansioliticos e hipnéticos em una poblacion
colombiana, 2008-2013. Revista Colombiana de Psiquiatria, v.44, n.2, p. 93-99, 2015.

MACIEL, M.A.M. et al. Plantas medicinais: a necessidade de estudos multidisciplinares.
Quimica Nova, v. 25, p. 429-438, 2002.

MELO, C.T.V. et al. Evidence for the involvement of the serotonergic, noradrenergic, and
dopaminergic systems in the antidepressant-like action of riparin Il obtained from Aniba
riparia (Nees) Mez (Lauraceae) in mice. Fundamental & Clinical Pharmacology, v. 27, p.
104-112, 2013.

MOREIRA, M.R.C. et al. Anxiolytic-like effects and mechanism of (—)-myrtenol: A
monoterpene alcohol. Neuroscience Letters, v. 579, p. 119-124, 2014.

MOKROV, G.V. et al. Design, synthesis and anxiolytic-like activity of 1-arylpyrrolo[1,2-
a]pyrazine-3-carboxamides. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 23, p.3368-3378, 2015.

NUNES, G.B.L. et al. Prospeccdo cientifica e tecnoldgica da Aniba riparia (Nees) Mez
(Lauraceae). Cadernos de prospeccao, v.6, n.4, p. 447-458, 2013.

NUNES, G.B.L. et al. In vitro antioxidant and cytotoxic activity of some synthetic riparin-
derived compounds. Molecules, v. 19, p. 4595-4607, 2014.

NUNES, G.B.L. et al. Behavioral tests and oxidative stress evaluation in mitochondria isolated
from the brain and liver of mice treated with riparin A. Life Sciences, v.121, p. 57-64, 2015.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS). World Organization of Family Doctors -
WONCA. Integracgdo da saude mental nos cuidados de satde primarios: uma perspectiva
global. Lisboa: World Health Organization, WONCA, 2009.



26

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS). World health statistics. Geneva: World
Health Organization, 2014.

REUS, G.Z. et al. Animal models of social anxiety disorder and their validity criteria. Life
Sciences, v. 114, p. 1-3, 2014.

STEINBERG, M. The Use of Traditional Toxicologic Data in Assessing Neurobehavioral
Dysfunction. Neurotoxicology and Teratology, v.9, p.403-409, 1987.

VIEIRA, C.M. et al. Espécies de interesse conservacionista da Reserva Ecolédgica de Macaé
de Cima. Rio de Janeiro: Instituto de pesquisas do Jardim boténico do Rio de Janeiro, p. 297-
306, 1997.



27

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aniba riparia (Nees) Mez e as riparinas

A Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae), destaca-se por ser uma espécie pertencente a
uma familia com ampla importancia medicinal. Varias pesquisas ja foram divulgadas quanto
aos efeitos farmacol6gicos das espécies do género Aniba, como por exemplo, a acdo
antiparasitaria de A. canelilla, A. duckei e A. hastmanniana, os efeitos antiespasmadicos de A.
canelilla, atividade antifingica e sedativa de A. rosaeodora e agdo larvicida de A. duckei. A A.
riparia, por sua vez, possui como destaque efeitos centrais e antimicrobianos obtidos a partir
de extratos hidroalcoolicos dos frutos e das flores cuja atividade farmacoldgica encontra-se
relatada na literatura cientifica a partir de registros etnofarmacoldgicos. Conhecida
popularmente como “louro” esta planta medicinal tem ocorréncia tipica da Amazonia e
Guianas, podendo se estender para os Andes, montanhas do norte da Venezuela e regides leste
e sul do Brasil (MARQUES, 2001; SOUSA et al., 2008; AMAZONAS, 2012).

Existe grande relevancia cientifica para alcaloides contendo a funcéo alcamida extraidos
da A. riparia. Estas substancias, feniletilamidas do acido benzoico, encontram-se presentes no
fruto verde da planta e apds sua extracdo, isolamento e caracterizacdo foram denominadas de
riparinas I, 11 e I1l. A partir de analises fitoquimicas do vegetal foram encontrados também
flavonoides, benzoilbenzoatos, benzaldeidos, neoglicanas, além de O-metiltiramina,
principalmente nas cascas do caule da planta. Posteriormente, houve a obtencdo da riparina IV,
analogo sintético das riparinas naturais com mesmo nucleo estrutural (FERNANDES et al.,
1978; FRANCA et al., 1976; BARBOSA-FILHO et al., 1987; DIAS, 2012).

Diante das descrigdes cientificas de bioatividade dos compostos naturais e/ou do
analogo sintético derivado da A. riparia e em meio a busca por novas alternativas para o
tratamento de doencas com grande impacto na salde publica, Gutierrez (2006) obteve novos
derivados das riparinas, denominados riparinas A e B e a partir da condensacdo de ésteres
metilicos com as feniletilaminas substituidas, sintetizou as riparinas C, D, E e F (Figura 2).
Esses novos derivados das riparinas podem ser preparados utilizando metodologia
fundamentada na reacdo de Schotten-Bauman.

Essas substéncias apresentam algumas atividades farmacol6gicas comprovadas em
estudos pré-clinicos como, por exemplo, a presenca de acdo ansiolitica e antidepressiva
(riparinas 1, 1l e 111), efeito antinociceptivo (riparinas I e 1V), efeito antimicrobiano bactericida

(riparina 111) ou bacteriostatico contra cepas de Staphylococcus aureus (riparinas | e I1), além
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de, atividades antioxidante, anti-inflamatéria e imunomoduladora (riparina A) (CASTELO-
BRANCO et al., 2000; CATAO et al., 2005; SOUSA et al., 2004; SOUSA, et al., 2005; MELO
et al., 2006; SOUSA et al., 2007; LEITE, 2008; ARAUJO et al., 2009; MELO et al., 2013;

TEIXEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2015).

Figura 2. Estrutura quimica das riparinas.
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Fonte: arquivo pessoal.

A prospeccdo realizada por Aradjo e colaboradores (2016) elenca as principais

pesquisas envolvendo o estudo de atividades centrais das riparinas realizadas na ultima década

(Tabela 1). A literatura cientifica enaltece a presenca de efeitos relacionados ao Sistema

Nervoso Central (SNC) de roedores com destaque para os efeitos ansioliticos das riparinas
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naturais (1, I1 e 111). As riparinas naturais em todos os estudos realizados provocaram o aumento
do nimero de entradas e do tempo de permanéncia dos roedores nos bracos abertos do labirinto
em cruz elevado, sem modificar o tbnus muscular dos animais no teste do campo aberto ou o

namero de quedas no teste da barra giratoria.

Tabela 1. Artigos cientificos publicados na Gltima década direcionados para a investigacao de
atividades centrais das riparinas.

Autor/Ano Titulo Periodico
Antianxiety effects of riparin I from Aniba riparia (Nees) Mez  Phytotherapy
Sousa et al., 2005. (Lauraceae) in mice. Research

Melo et al., 2006.

Sousa et al., 2007.

Melo et al., 2013.

Teixeira et al.,
2013.

Sousa et al., 2014.

Nunes et al.,
2015.

Vasconcelos et
al., 2015.

Anxiolytic-like effects of (O-methyl)-N-2,6-dihydroxybenzoyl-
tyramine (riparin Ill) from Aniba riparia (Nees) Mez
(Lauraceae) in mice.

Evaluation of effects of N-(2-hydroxybenzoyl) tyramine (riparin
1) from Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae) in anxiety models
in mice.

Evidence for the involvement of the serotonergic, noradrenergic,
and dopaminergic systems in the antidepressant-like action of
riparin 111 obtained from Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae)
in mice.

Antidepressant-like effect of riparin 11 from Aniba riparia in
mice: evidence for the involvement of the monoaminergic
system.

Involvement of monoaminergic system in the antidepressant-like
effect of riparin | from Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae) in
mice.

Behavioral tests and oxidative stress evaluation in mitochondria
isolated from the brain and liver of mice treated with riparin A.

Subchronic administration of riparin 11 induces antidepressive-
like effects and increases BDNF levels in the mouse
hippocampus.

Biological and
Pharmaceutical
Bulletin

Biological and
Pharmaceutical
Bulletin

Fundamental &
Clinical
Pharmacology

Fundamental &
Clinical
Pharmacology

Fundamental &
Clinical
Pharmacology

Life Sciences

Fundamental &
Clinical
Pharmacology

Fonte: Araujo et al., 2016.

Além das riparinas naturais, a Rip-A também demonstrou em modelos comportamentais
que ndo promove comprometimento motor e ndo possui acao sedativa 0 que sugere menores
efeitos adversos se comparados, por exemplo, com os benzodiazepinicos, farmacos
classicamente utilizados no tratamento da ansiedade mas que podem promover sedacao e
astenia (SOUSA et al., 2007; NUNES et al., 2015).
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Entretanto as riparinas, de modo geral, carecem de resultados seguros e consistentes que
viabilizem o delineamento e a exploracdo comercial de produtos farmacéuticos que as
contenham como principios ativos. Assim, tendo em vista que as riparinas naturais tém
potencial terapéutico e a necessidade da realizacdo de estudos sustentaveis, € importante
proceder com novas triagens das possiveis atividades farmacologicas, sobretudo centrais, e
toxicoldgicas das riparinas sintéticas, iniciando prioritariamente pela riparina A, N-(2-
feniletil)benzamida, que consiste na estrutura quimica fundamental de todas as demais
riparinas, pois o que as distinguem s&o apenas os substituintes nos seus aneis aromaticos laterais
(NUNES et al., 2013).

Nesse sentido, a riparina A, demonstrou em estudos recentes que é capaz de aumentar a
atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase, e de reduzir os niveis de peroxidagédo
lipidica em mitocondrias cerebrais de camundongos na dose de 5 mg kg?, sem alterar
significativamente o padrdo locomotor e o tdnus muscular de roedores nos testes do campo
aberto e do labirinto em cruz elevado, conforme citado anteriormente para as riparinas naturais.
Esses dados indicam que a molécula possui efeitos antioxidantes, propriedade bastante singular
guando se trata de farmacos de acéo central dado o alto nivel de exposicdo cerebral ao estresse
oxidativo, principalmente durante o estabelecimento de doencas neurodegenerativas (NUNES
etal., 2015). Além disso, existem relatos de que as riparinas A, B, C, D, E e F possuem atividade
antioxidante in vitro contra a formac&o de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico, ion nitrito
e radical hidroxila nas concentragdes de 1, 5, 10, 25 ¢ 100 pg mL™ (NUNES et al., 2014).

No caso da Rip-A, ressalta-se ainda os resultados de Silva e colaboradores (2015) que
demonstram a capacidade da substancia em reduzir o edema ocasionado pela carragenina na
pata de camundongos nas doses de 1, 3 e 10 mg kg*. A riparina também reduziu as contagens
de leucdcitos e neutrofilos e os niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1p no fluido
peritoneal dos animais com reducdo do estresse oxidativo ao diminuir significantemente os
niveis de peroxidacdo lipidica corroborando parcialmente os resultados descritos por Nunes e
colaboradores (2015).

Entretanto, apesar das atividades farmacoldgicas promissoras, a Rip-A, carece de
estudos que abordem seus efeitos toxicologicos. As informacdes relacionadas a toxicidade
constituem dados relevantes, pois a partir delas tém-se previamente o conhecimento a respeito
dos efeitos deletérios de qualquer substdncia. Trata-se de avaliagdo preliminar sempre
necessaria para que ocorra o estudo posterior dos efeitos terapéuticos de futuros farmacos, a

fim de, prosseguir com a realizacdo racional e segura de ensaios pré-clinicos e clinicos de
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moléculas ativas em modelos animais e em seres humanos, respectivamente (ARAUJO et al.,
2014).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio do seu Guia para a
conducdo de estudos nédo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos, estabelece orientagdes para a condugdo de estudos de
toxicidade aguda e doses repetidas, além dos ensaios de toxicidade reprodutiva, genotoxicidade,
carcinogenicidade e toxicocinética. Estes ensaios fundamentam a realizacdo de pesquisas
clinicas em seres humanos e foram estabelecidos em conformidade as normas preconizadas
pela Organisation for Economic Cooperation and Development — OECD (BRASIL, 2013).

Quanto as propriedades toxicologicas da A. riparia e das riparinas, existem poucas
abordagens quanto aos efeitos deletérios das formas sintéticas frente a diferentes linhagens
celulares com a auséncia da determinacdo de valores de dose letal 50% (DLsg). No que diz
respeito as riparinas naturais, o estudo preliminar de Castelo-Branco e colaboradores (2000),
indicou que as riparinas I, Il e Il administradas por via oral (v.0.) ndo causam a morte de
camundongos na dose de 1 g kg*. Da mesma maneira, por via intraperitoneal (i.p), as riparinas
| e Il também ndo causaram mortes, enquanto que a riparina Il provocou mortes dependentes
da dose administrada com DLso de 104,2 mg kg. Além disso, as trés riparinas naturais nio
provocaram alteragdes no screening hipocratico realizado, ndo modificando as funges centrais,
autbnomas ou musculares dos roedores, conforme observado posteriormente com a Rip-A.

A prospeccdo cientifica e tecnoldgica de Nunes et al., 2013, confirmou o potencial
farmacologico da A. riparia, ratificando a existéncia de grande quantidade de estudos quanto
as atividades bioldgicas atribuidas a espécie ou as riparinas. O estudo destaca que apesar da
planta ter cardter medicinal e ser utilizada empiricamente ou em industrias de cosméticos,
nenhum produto tecnol6gico havia sido registrado a partir da A. riparia ou das riparinas o que
demonstra a possibilidade de maiores avangos na area de pesquisa, desenvolvimento e inovacao
(P,D&I) em bioprodutos ou medicamentos contendo derivados naturais ou sintéticos do

“louro”.

2.2 Pesquisa, desenvolvimento e inovacao de farmacos

A pesquisa, desenvolvimento e inovacdo (P,D&I) consiste na base para o incremento do
arsenal terapéutico disponivel para as mais variadas necessidades clinicas. A obtencdo de um
novo medicamento é pautada em um processo longo e oneroso que vai desde a elucidacédo e o

estudo de uma molécula com atividade terapéutica seguido da realizacéo de ensaios pré-clinicos
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e clinicos em vérias fases, sendo que poucas moléculas que iniciam o processo alcancam a
aprovacdo dos Orgdos regulatérios para seu uso como medicamento (Figura 3)
(LOMBARDINO; LOWE, 2004; FERREIRA et al., 2009; GUIDO et al., 2010).

Figura 3. Esquema resumitivo do processo de P,D&I de farmacos.
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Fonte: arquivo pessoal.

Sabe-se que as grandes industrias farmacéuticas emergiram no mundo de forma
preponderante ap6s a segunda guerra mundial. A partir de entdo incide, acima de tudo no
exterior, constantes investimentos visando a descoberta de novas opgOes terapéuticas e
principalmente de novos blockbusters para as mais variadas patologias. No Brasil, entretanto,
os investimentos em P,D&I ficaram concentrados em laboratdrios oficiais, que definharam com
0 passar do tempo, e em laboratérios académicos associados a programas de pesquisa
universitarios que contribuem para a formacdo de conhecimento técnico que em raros casos
avanca para a obtencdo de novos medicamentos como foi 0 caso do anti-inflamatério topico
Acheflan® do Laboratério Aché, lancado em 2004 baseado em estudos académicos realizados
com a Cordia verbenace (CALIXTO; SIQUEIRA JR., 2008; ZHAO; CHEN, 2009; SACCARO
JR, 2011).

A cadeia de inovagdo engloba a descoberta de novas entidades quimicas candidatas a
farmacos, assim como, o planejamento racional de novas moléculas. Nesse processo, ha grande

destaque para as informacdes obtidas a partir de estudos etnofarmacoldgicos, de pesquisas
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decorrentes da modificacdo estrutural de moléculas ja consagradas com desenvolvimento de
farmacos denominados "me-too" ou daqueles provenientes de observacdes ocasionais
identificadas no cotidiano ou em avaliaces pré-clinicas e clinicas (SIMOES; SCHENKEL,
2002; BARREIRO; FRAGA, 2005; BARREIRO; FRAGA, 2015).

Na pesquisa bésica, os estudos de modelagem e docagem molecular, realizados antes
mesmo da sintese da nova droga, representaram um significativo avango na area da quimica
medicinal para o desenvolvimento racional de farmacos. A criacdo do Protein Data Bank (PDB)
juntamente com modelos computacionais de interagdo farmaco-receptor contribuiram para a
comprovacao de informacdes biol6gicas previamente descritas, para a realizagdo de estudos de
relacdo estrutura-atividade (REA) e de farmacodinamica, além do planejamento e obtencédo de
farmacos dotados de maior especificidade. Os ensaios computacionais auxiliam na elucidacdo
dos tipos de intera¢Bes quimicas e residuos de aminoacidos envolvidos na acdo do farmaco,
avaliam o tamanho e o formato de grupos farmacoféricos, permitem analises conformacionais
e 0 estudo das energias de ligacéo entre o farmaco, também denominado ligante e o seu alvo,
representado por uma macromolécula de natureza proteica que pode ser o receptor
farmacologico ou uma enzima relacionada com a patologia pesquisada (CARVALHO et al.,
2003; LIMA, 2007; SANT’ANNA, 2009).

J& na avaliacdo pré-clinica é importante o estabelecimento prévio do perfil toxicologico
do composto bioativo para a partir de entdo, realizar-se testes de atividade farmacoldgica. Nessa
etapa, ressalta-se as possiveis alteragdes comportamentais, bioquimicas, fisiologicas e
anatomopatoldgicas ocasionadas em modelos animais e que podem ser utilizadas para
relacionar o uso das substancias testadas com o risco associado a saide humana (GOMES et
al., 2001; LI et al., 2012). Juntamente com essas informacdes deve-se estabelecer o valor da
dose letal 50% (DLso). Nesse contexto, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia do Brasil publicou
a resolucdo normativa n® 18 que reconhece métodos alternativos ao uso de animais em
atividades de pesquisa no pais em conformidade com determina¢des do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA (BRASIL, 2014).

Além disso, andlises sobre a influéncia de substancias ativas no SNC séo
constantemente realizadas atraves de experimentos in vivo, dos quais se destacam os testes
sensoriais, de funcdo motora e neurocomportamentais-cognitivos como por metodos
complementares in vitro, com o uso de culturas de células neuronais. Ha4 também ensaios de
avaliacdo de modificacbes qualitativas ou quantitativas das células do sistema nervoso e de

componentes enddgenos como, por exemplo, de sistemas enzimaticos de defesa antioxidantes,
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neurotransmissores e catecolaminas endégenas (ABDULLA; CAMPBELL, 1993; SLIKKER
JR; BOWYER, 2005).

Inserido constantemente no ciclo da P,D&lI, o delineamento farmacéutico consiste em
procedimentos farmacotécnicos envolvidos no desenvolvimento do novo medicamento em
consonancia com o farmaco obtido. Esta etapa envolve desde a escolha da forma farmacéutica
mais apropriada para veicular o principio ativo estudado até analises de aprimoramento
farmacéutico visando incrementar a solubilidade ou a biodisponibilidade da molécula,
parametros que estdo diretamente relacionados com a qualidade de qualquer tratamento, por
intermédio de recursos tecnoldgicos da area farmacéutica como por exemplo, nanocapsulas,
microparticulas, lipossomas e complexos de inclusdo. A aplicacdo dessas tecnologias encontra-
se em ascensdo no cenario cientifico com artigos publicados e patentes depositadas
principalmente para o tratamento do cancer seguido de pesquisas relacionadas ao SNC
(SALTAO; VEIGA, 2001; DIMER et al., 2013).

Assim, ap6s os estudos de elucidacdo e aprimoramento molecular, triagem pré-clinica e
obtencdo do produto farmacéutico, inicia-se a etapa clinica envolvendo seres humanos, etapa
fundamental para que o novo medicamento supere as fronteiras académicas e experimentais. A
pesquisa clinica € classicamente dividida em quatro fases: fase I, que visa caracterizar a
posologia e a tolerancia ao novo principio ativo em seres humanos saudaveis; fase I, na qual,
baseado nas doses definidas na fase |, realiza-se estudos de farmacocinética em um ndmero
maior de individuos acometidos com a doenca a ser tratada; fase 111, em que, busca-se avaliar a
eficacia e a seguranca a longo prazo e o estabelecimento do perfil terapéutico da molécula e
fase 1V, que busca a deteccdo de eventos adversos apds registro em 6rgdo regulatério e
comercializacdo (QUENTAL; FILHO, 2006; FERREIRA, 2009).

Apesar dos avancos na P,D&I de medicamentos, paises em desenvolvimento ainda
apresentam resultados pouco expressivos se comparados com Japdo e Estados Unidos, paises
lideres na incorporacédo da ciéncia e tecnologia produzida. Houve, por exemplo, um aumento
no ndimero de novas entidades quimicas e biotecnoldgicas autorizadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) passando de 21 farmacos inovadores aprovados em 2010 para 41 em
2014. Além disso, as pesquisas envolvendo questfes de saude publica realizadas nos centros
detentores de conhecimento cientifico devem ser nomeadamente fortalecidas se for considerado
o fato do setor farmacéutico movimentar mais de U$$ 800 bilhdes por ano e do Brasil ser o 6°
maior mercado consumidor de medicamentos no mundo. Esses dados ratificam a importancia

e a necessidade de investimentos maiores e constantes no estudo de novos farmacos no pais
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bem como da manutencdo de parcerias entre governo, laboratérios publicos e privados e
instituicdes de pesquisa (ABDI, 2013; PINTO; BARREIRO, 2013; SANTOS et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a avaliagdo pre-clinica da toxicidade aguda e atividade ansiolitica da riparina
A (Rip-A), bem como a obter e caracterizar 0 complexo de inclusdo da riparina A com -
ciclodextrina (B-CD).

3.2 Objetivos especificos

v'Avaliar a toxicidade da Rip-A mediante teste agudo de classe (TAC) da
Organization for Economic Cooperation and Devevolpment - OECD, diretriz n°® 423, com
estimativa da dose letal 50% (DLso) da substancia, bem como, dos seus efeitos hematoldgicos,
bioquimicos e histopatoldgicos;

v"Investigar a atividade ansiolitica da Rip-A nos modelos animais classicos do
Labirinto em Cruz Elevado (LCE), Teste da Caixa Claro-Escuro (TCE) e Teste de Esconder
Esferas (TEE);

v" Analisar por intermédio de célculos de docagem molecular as possiveis
interacdes envolvidas entre a Rip-A e o receptor farmacologico central GABAA;

v' Obter um complexo de inclusdo da riparina A com B-ciclodextrina (Rip-A/B-
CD) por spray-drying e caracterizar a preparagdo mediante diagrama de solubilidade de fases,
estudo de solubilidade, calorimetria exploratdria diferencial, difracdo de raios X, espectroscopia
de infravermelho, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e microscopia eletrénica de
varredura;

v Verificar a atividade citotoxica artemicida da Rip-A isolada e do complexo de
incluséo Rip-A/B-CD obtido.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao da riparina A

A partir da reagéo de Schotten-Bauman, para obtencdo de amidas, misturou-se em bal&o
volumétrico 0,41 mL de cloreto de benzoila com 0,89 mL de 2-feniletilamina com trietilamina
mantendo-se a mistura obtida sob agitacdo constante em agitador magnético durante 30 minutos
a temperatura ambiente (t.a.) a 25°C (Figura 4). Posteriormente, realizou-se a purificacdo da
riparina A produzida a partir da condensagédo dos reagentes em cromatografia em coluna com
rendimento de 84%. A confirmacdo da sintese foi realizada por cromatografia em camada
delgada a partir de um padrédo pré-definido e caracterizado por ressonancia magnética nuclear

de hidrogénio.

Figura 4. Obtencdo da riparina A.
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Cloreto de benzoila 2-feniletilamina N-(2-feniletil)-benzamida
(Riparina A)

Fonte: adaptado de Gutierrez, 2006.
4.2 Toxicidade aguda da riparina A

Foram utilizados camundongos albinos Mus musculus linhagem Swiss, fémeas adultas
nuliparas e ndo gravidas com 8 a 12 semanas de idade, pesando aproximadamente entre 25 e
30 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Todos os
animais foram mantidos sob condi¢Ges monitoradas de temperatura equivalente a 22 + 3 °C,
com livre acesso a ragdo tipo Purina® e &gua potével, mantidos em ciclo claro/escuro de 12
horas, sendo a fase clara de 6h:00min. as 18h:00min. O protocolo experimental foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UFPI (n° 022/14).

Para o estudo da toxicidade aguda, foi adotada a metodologia preconizada pelo guia para
ensaios toxicologicos Guideline for Testing of Chemicals da OECD, diretriz 423 (OECD,

2001). Com base no seguinte protocolo, a dose inicial administrada nos animais foi de 300 mg
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kg (Grupo Rip-A 300), considerando que a substancia ainda néo foi testada em nenhum outro
estudo e que os dados relacionados a sua toxicidade ndo sdo conhecidos ou descritos na
literatura. A dose inicial foi administrada uma unica vez em trés animais via oral por gavagem
seguido de observacdo por 14 dias. Em virtude da ndo ocorréncia de dbitos envolvendo os
primeiros animais tratados repetiu-se em sequéncia o procedimento em outros trés animais.
Antes da administragdo da riparina A todos os animais foram mantidos em processo de
aclimatacao durante 5 dias.

Apo6s a administracdo da Rip-A os animais sofreram restricdo alimentar por 2 horas e
foram observados ap6s 30 minutos, 1h, 2h e 4h apds a administracdo da substancia e a partir de
entdo, diariamente, até o 14° dia apo6s o tratamento. Foram avaliados 0s seguintes sinais
seguindo screening hipocratico diario: atividade geral, irritabilidade, resposta ao toque, resposta
ao aperto de cauda, contor¢do abdominal, reflexo de endireitamento, forca para agarrar, reflexo
auricular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, ptose, piloerecdo, cianose e morte além da
variacdo do peso corporal, consumo de agua e racdo e producdo de excretas (micgdo e

defecacdo) em gaiolas metabolicas conforme ilustrado na figura 6 (LUCIO et al., 2000).

Figura 5. Gaiolas metabdlicas para camundongos

Fonte: arquivo pessoal.

Na ocasido, devido a auséncia de mortes, procedeu-se com a administracdo da riparina
A na dose de 2000 mg kg (Grupo Rip-A 2000) em outros seis animais, trés por vez, conforme
descrito para a dose de 300 mg kg (Figura 6). A administracdo das doses obedeceu ao limite
de 10 mL kg? de peso corporal dos roedores, solubilizando-se a riparina em Tween 80 a 3%
em agua Milli-Q (GASSANI et al., 2010).
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Concomitantemente, foi administrado o veiculo (Tween 80 a 3%) a um grupo controle
pela mesma via. Ao término do experimento, em funcdo da auséncia ou do nimero de mortes
contabilizadas no experimento, estimou-se a faixa de DLso conforme os padrbes da Globally
Harmonised System (GHS). Ao fim dos 14 dias de observacdo, todos os animais utilizados
foram anestesiados com pentobarbital 40 mg kg? i.p. para coleta de sangue total por
rompimento do plexo retro-orbital com tubo capilar para a avaliagdo hematologica e

bioquimica.

Figura 6. Procedimento para determinacdo da toxicidade aguda da riparina A conforme OECD
diretriz 423.

Inicio
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Fonte: adaptado de OECD, 2001.

A avaliacdo hematoldgica foi realizada observando os seguintes parametros: contagem
total de hemacias, leucdocitos e plaquetas, dosagem de hemoglobina, verificacdo de hematocrito
e dos indices hematimétricos, hemoglobina globular média (HGM), volume globular médio
(VGM) e concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) em sangue total contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) em analisador automatico de células
hematologicas SDH-3 Vet Labtest. Para a analise bioquimica a amostra coletada foi
centrifugada a 10.000 rpm durante 5 minutos e, em seguida, determinados os parametros
glicemia sérica, triglicerideos, colesterol total, creatinina, ureia, bilirrubina direta, bilirrubina
indireta e bilirrubina total, transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e transaminase
glutdmico-pirtvica (TGP) no aparelho Labmax Plenno Labtest.

Em seguida, procedeu-se com a eutanasia por deslocamento cervical e remocédo do

cérebro, baco, figado e rins dos animais para a obtencdo do peso relativo e a realizacao das
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andlises histopatoldgica por microscopia 6ptica (Olympus, Toquio, Japdo). Os 6rgdos foram
fixados em formol tamponado a 10%, processados para inclusdo em parafina, seccionados em

micrétomo e corados pela tecnica de hematoxilina-eosina (HE) para posterior analise.
4.3 Avaliacdo comportamental da riparina A

A riparina A, foi solubilizada com Tween 80 3% dissolvido em agua Milli-Q. Os
roedores foram divididos em grupos de nove animais (n=9) e tratados nas doses de 50, 100 e
200 mg kg, via oral (v.0.), 30 minutos antes dos experimentos. O grupo controle negativo
recebeu veiculo (Tween 80 3%) em um volume constante de 10 mL kg, via oral por gavagem.
Diazepam (DZP) 1 mg kg* (Unido Quimica, Brasil) e flumazenil (FLU) 2,5 mg kg (Unido
Quimica, Brasil), utilizados como padrdo ansiolitico e antagonista benzodiazepinico, foram
administrados, respectivamente, por via oral e por via intraperitoneal (i.p.).

Apos este procedimento, realizou-se a avaliagdo da possivel participacdo do sitio
benzodiazepinico dos receptores GABAA na atividade central da Rip-A. Para este fim, dois
grupos (n=9) foram pré-tratados com flumazenil 2,5 mg kg™ i.p., seguido 15 minutos depois da
administracdo do diazepam 1 mg kg™ v.0. (FLU + DZP) ou da riparina A 200 mg kg™ v.o. (FLU
+ Rip-A) conforme ilustrado na figura 7.

Figura 7. Esquema de tratamento e modelos comportamentais.
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Fonte: arquivo pessoal.
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Para a avaliagdo comportamental foram utilizados camundongos albinos Mus musculus
linhagem Swiss, machos adultos, mantidos nas mesmas condicdes descritas no protocolo
experimental de toxicidade aguda supracitado. Transcorridos 30 minutos apds cada tratamento,
foram realizados os ensaios comportamentais do labirinto em cruz elevado (LCE), caixa claro-
escuro (TCE) e teste de esconder esferas (TEE) (ROMANINI et al., 2006; GALDINO et al.,
2012; MACHADO et al., 2015).

4.3.1 Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) é feito de acrilico e consiste em dois bragos aberto
(30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm) cruzados perpendicularmente, no qual o animal é
colocado 60 cm acima do solo exatamente na intersecdo dos bragos (plataforma central 5 x 5
cm) com a cabeca voltada para a entrada dos bragos fechados (Figura 7a). (LISTER, 1987;
ALMEIDA et al., 2012). Os animais foram colocados na interse¢éo entre os bracgos do labirinto
30 minutos ap0s os tratamentos e observados durante 5 minutos. Os parametros quantificados
no experimento foram o numero de entradas nos bracos abertos (NEBA) e o tempo de
permanéncia nos bracos abertos em segundos (TPBA). O experimento foi realizado com um
animal de cada vez e ao término de cada teste o labirinto era higienizado com toalha de papel

umedecida em alcool 70% para a remog&o de qualquer vestigio deixado pelos animais.

4.3.2. Teste da caixa claro-escuro

Para o teste da caixa claro-escuro (TCE), os animais foram divididos em oito grupos
conforme descrito anteriormente para o ensaio do labirinto em cruz elevado. Apds os
tratamentos, os animais foram colocados, um por vez, em uma caixa de acrilico dividido em 2
compartimentos (campo claro e campo escuro) que se comunicam por meio de uma pequena
passagem (Figura 7b) (CRAWLEY, 1981; HEREDIA et al., 2014). O campo escuro (acrilico
preto, 27 x 18 x 29 cm) é pobremente iluminado. O campo claro (acrilico transparente, 27 x 18
X 29 cm) € iluminado pela luz do ambiente. Os animais foram observados por 5 minutos e ap6s
cada ensaio 0 aparato era higienizado com alcool 70% para remover qualquer vestigio deixado
pelos animais. Os parametros utilizados foram o tempo de permanéncia no campo claro (TPCC)

expresso em segundos e 0 numero de transi¢Oes entre os compartimentos (NTC).
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4.3.3 Teste de esconder esferas

Apos a realizacdo dos tratamentos seguindo o esquema preconizado nos outros ensaios
comportamentais, os animais foram colocados individualmente em caixas de policarbonato (27
x 16 x 13 cm) forradas com uma camada de 5 cm de serragem sobre a qual foram distribuidas
uniformemente 25 esferas de vidro com 1,5 cm de diametro para proceder com o teste de
esconder esferas (TEE) (Figura 7c). Depois de transcorridos 30 minutos, foram contabilizados
o total de esferas escondidas pelos animais, considerando as esferas totalmente recobertas pela
serragem ao término do teste. Apds cada sessdo de teste individual, todas as esferas foram
higienizadas com alcool 70% e a serragem substituida para remover qualquer vestigio deixado
pelos animais. O parametro utilizado para a avaliacdo da atividade ansiolitica neste experimento
foi o nimero de esferas escondidas (NEE) pelos roedores apds os tratamentos (POLING et al.,
1981; PIRES et al., 2013).

4.4 Estudo de docagem molecular

Foi realizada a docagem molecular com o receptor GABAa para a andlise das
propriedades energéticas da molécula, pesquisa das interacfes ligante-receptor mais estaveis e
identificacdo dos residuos de amino&cidos envolvidos. A estrutura do receptor farmacologico
heteropentamérico foi adquirida a partir das sequéncias de aminoacidos das subunidades o
(codigo: Q544G1), B1 (codigo: QS3WT3) e y2 (codigo: P22723) do receptor gabaérgico de Mus
musculus extraidos do banco de dados UniProt. O modelo tridimensional foi construido
utilizando o servidor de modelagem de estrutura protéica Swiss-model e 0s programas
computacionais Modeller e Chimera. Posteriormente, para a etapa de docagem foi utilizado o
programa Auto Dock 4.2.6. (PETTERSEN et al., 2004; ORIO et al., 2009).

A estrutura molecular da riparina A foi otimizada a partir da teoria DFT (Teoria do
Funcional da Densidade) utilizando o pacote computacional Gaussian 03 (FRISCH et al., 2004).
O funcional hibrido B3LYP (LEE et al., 1988) foi combinado com o conjunto de base 6-

31+G(d,p) para a obtencdo de 50 conformacdes estruturais da riparina A.
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4.5 Obtencao do complexo de inclusdo da riparina A com betaciclodextrina

4.5.1 Mistura fisica da riparina A com betaciclodextrina

A mistura fisica (MF) foi obtida por homogeneizacdo durante 30 min em gral de
porcelana com auxilio de pistilo na propor¢do molar 1:1 de riparina A (Rip-A) e
betaciclodextrina (B-CD, ISP Technologies, S&o Paulo, Brasil, Lote: B701118). Posteriormente
0s produtos foram tamisados em malha de 250 um e armazenados em dessecador até a

realizacdo da analises de caracterizacdo (ABARCA et al., 2016).

4.5.2 Complexo de incluséo obtido por aspersao

Quantidades equimolares de Rip-A e B-CD (ISP Technologies, Séo Paulo, Brasil, Lote:
B701118) foram solubilizadas em temperatura ambiente em etanol P.A. e em agua destilada,
respectivamente. As solucdes foram homogeneizadas com o auxilio de um agitador magnético
por 30 minutos. As solucdes foram posteriormente injetadas no aparelho spray-drying de
bancada (BUCHI B-290) com uma pressao de entrada de 0,9 Bar, temperatura de entrada de 95
°C e fluxo da amostra de 3 mL min™. Foi obtido o complexo Rip-A/B-CD com rendimento em
peso de 62% (Figura 8). Em seguida o complexo foi armazenado em dessecador até a realizacéo
das analises de caracterizacdo (AGUIAR et al., 2014).

Figura 8. llustracdo do spray-drying (a) e do complexo de inclus&o obtido por asperséo (b).

(b)

Fonte: arquivo pessoal.
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4.6 Caracterizacao do complexo de inclusdo da riparina A com betaciclodextrina

4.6.1 Diagrama de solubilidade de fases

O estudo de solubilidade foi realizado de acordo com o método descrito por Higuchi e
Connors (1965), adicionando-se excesso de Rip-A nos tubos de ensaio contendo solucGes
aquosas com concentracdes crescentes de betaciclodextrina (B-CD 0, 2, 4, 6, 8 e 10 mM). As
amostras foram mantidas em agitacao constante durante 72 horas a temperatura de 50+2 °C. Em
seguida, foram filtradas em membranas de 0,22 um e analisadas em espectrofotometro UV-Vis
(Shimadzu UV — 1800) no comprimento de onda de 225 nm, utilizando a mistura agua
destilada:etanol P.A. (1:9) como branco. Os experimentos foram realizados em triplicata para
cada concentracdo de B-CD testada. A constante de estabilidade (Kst) foi calculada usando a
seguinte formula: Kst = Inclinacdo / So x (1 — Inclinac&o), a qual considera a inclinacdo da reta
obtida na construcdo do diagrama e a solubilidade intrinseca (So) da Rip-A (AGUIAR et al.,
2014; SANTOS et al., 2015).

4.6.2 Estudo de dissolucéo

Os estudos de dissolucao foram conduzidos no dissolutor Ethik technology modelo 299
a 50 rpm e 37+0,5°C. As amostras da Rip-A isolada, MF e complexo Rip-A/p-CD foram
adicionadas com peso equivalente de 10 mg de riparina A. O meio do ensaio foi 1000 mL de
agua destilada a fim de avaliar a variacdo de solubilidade aquosa com anélises realizadas por
espectrofotometria UV-VIS (Shimadzu UV — 1800) a 225 nm em intervalos de 5, 10, 15, 20,
30, 45 e 60 min. apds filtracdo das amostras em triplicata. O perfil de dissolucéo foi determinado
baseado na eficiéncia de dissolucdo no tempo de 60 minutos (FREITAS et al., 2012; SOARES-
SOBRINHO et al., 2011).

4.6.3 Calorimetria Diferencial Exploratoria
Para andlises por calorimetria exploratéria diferencial (CED), as amostras de Rip-A, B-

CD, MF e Rip-A/p-CD foram colocadas em cadinhos fechados e aquecidas entre 50 °C e 400
°C na razdo de 10 °C/min em atmosfera de nitrogénio (DSC-2920 - TA Instruments).
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4.6.4 Difracdo de Raios X

Os difratogramas das amostras de RipA, B-CD, MF e RipA/pB-CD foram obtidos em
difratbmetro de raios X, Rigaku, modelo Miniflex (A = 1,5418 A). Os difratogramas de DRX
foram obtidos com &ngulo 26 variando entre 3° a 120° a uma razédo de 2°/min.

4.6.5 Espectroscopia de Infravermelho

A obtencéo dos espectros vibracionais no infravermelho (1V) foi realizada com amostras
solidas de RipA, B-CD, MF, e RipA/B-CD em pastilhas de KBr (Perkin Elmer Frontier 1420)
com varreduras no intervalo de 400 a 4000 cm™. Os espectros foram suavizados e a linha de

base corrigida automaticamente utilizando o software do equipamento.

4.6.6 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Os espectros das amostras de RipA, B-CD, MF, e RipA/B-CD foram obtidos a partir de
Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN H) operando a 500 MHz
(Bruker Avance I11) com as amostras solubilizadas em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds)

a temperatura ambiente.

4.6.7 Microscopia Eletrénica de Varredura

Os padrdes morfologicos das amostras foram analisadas no microscépio eletrénico
Shimadzu SSX-550 Superscan a fim de realizar a visualizacao das superficies da Rip-A, B-CD,
MF e Rip-A/pB-CD. As particulas foram fixadas em suporte metalico sob vacuo com posterior
metalizacdo de uma fina pelicula de ouro. As microfotografias de MEV foram obtidas em
diferentes magnificagdes utilizando voltagens de aceleracdo de 8 a 15 kV.

4.7 Atividade citotoxica artemicida da riparina A e do complexo de inclusdo Rip-A/p-CD

Para a avaliacdo da atividade citotdxica foi realizada a exposicdo de microcrustaceos da
espécie Artemia salina Leach a diferentes concentragdes da riparina A livre e do complexo de
inclusdo utilizando-se metodologia de Meyer et al. (1982) adaptada. Foi realizado previamente

a eclosdo de ovos do microcrustaceo em salina (NaCl 36 g L™) por 48h, com a aeracéo a 25°C.
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Empregou-se dez larvas de A. salina em cada um dos experimentos, realizados em triplicata,
seguidos da exposicdo a riparina A livre e complexada nas concentra¢des 50, 100, 250, 500 e
1000 ng mL™ solubilizadas em solugdo salina e dicromato de potassio 0,1% como controle
positivo. Apos 24h de exposicdo foram contabilizados o nimero de microcrustaceos mortos,
realizando-se a obtencéo das concentrages inibitorias médias (Clso).

4.8 Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.).
Os dados obtidos foram avaliados por meio da analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
Neuman-Keuls como post hoc teste por meio do software GraphPad Prism (versdo 5.0). As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Toxicidade aguda da riparina A

Durante a execucao do ensaio de toxicidade aguda com dose Unica da riparina A, ndo
foi observado a presenca de nenhuma alteracdo comportamental, modificagdo nos reflexos ou
morte de animais tratados com ambas as doses testadas, equiparando-se macroscopicamente 0s

grupos Rip-A 300 e Rip-A 2000 ao grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos da administracdo aguda da riparina A no screening hipocratico durante 14
dias de observacéo.

Grupo Alteracdes no

Vig! (mg kg?) screening hipocratico NUES
V.0 Controle Sem alteragOes 0/6
(Tween 80 3%)
Riparina A 300 mg kg* Sem alteracoes 0/6
(Rip-A 300)
Riparina A 2000 mg kg Sem alteracOes 0/6
(Rip-A 2000)

N&o houve nenhuma variacao indicativa de toxicidade quanto ao peso corporal, volume
de agua e peso de racdo consumido ou volume de urina e quantidade de fezes excretadas com
aumento do peso dos animais do grupo Rip-A 2000 (Tabela 3). Obteve-se, em funcgéo da
auséncia de mortes nos grupos tratados ap6s os 14 dias de observacéao, o valor de DLso acima
de 2000 mg kg com a classificagdo da riparina A como substancia de baixa toxicidade aguda,
categoria 5 ou sem classe segundo GHS, cujo cut-off da dose letal seria de 5000 mg kg™

No presente estudo foi verificado também que a riparina A ndo provocou alteracdes
significativas nos parametros hematoldgicos (Tabela 4) dos roedores 14 dias ap0s o tratamento
por via oral tanto com a dose de 300 mg kg quanto com a dose de 2000 mg kg* quando
comparados ao grupo controle que recebeu apenas o veiculo. A partir da analise dos resultados
dos hemogramas, pode-se perceber que a riparina A ndo causou danos ou alteracGes
morfoldgicas nos elementos figurados do sangue periférico (hemacias, leucdcitos e plaquetas),

assim como permitiu a manutencao dos indices hematimétricos HGM, VGM e CHGM.



56

Tabela 3. Efeitos da administracdo aguda da riparina A em parametros fisioldgicos de
camundongos segundo o protocolo de toxicidade OECD 423.

Periodo de acompanhamento apos tratamento (Dias)

Parametros
0 1° 7° 14°

Controle (Tween 80 3%0)
Peso corporal () 2533+1,05 25,28+0,89 25,70 +£0,29 24,88+0,28
Consumo de agua (mL) - 7,67 £0,50 6,78 £ 0,64 7,56 £ 0,81
Consumo de racdo (g) - 2,94 £0,22 3,37 +£0,42 3,17 +£0,32
Urina (mL) - 1,04 £0,09 0,80 £0,21 0,75+0,11
Fezes () - 0,73+0,11 0,71+£0,14 0,86 £ 0,08
Riparina A 300 mg kg*
(Rip-A 300)
Peso corporal () 2598 +0,38 2555+0,58 2854+0,82 28,38+1,13
Consumo de agua (mL) - 8,94 + 0,65 8,67 £0,33 7,28 £0,58
Consumo de racdo (g) - 3,26 £0,32 4,63 +0,272 3,34 £0,26
Urina (mL) - 0,98 £0,27 1,02 £0,11 0,73+0,18
Fezes () - 0,69+0,13 0,83+0,12 1,12 + 0,09
Riparina A 2000 mg kg
(Rip-A 2000)
Peso corporal (9) 27,72+1,06 27,74+0,49 30,22 £1,012 29,14 +0,872
Consumo de agua (mL) - 9,11 £0,55 10,67 £0,47¢ 8,11 +0,63
Consumo de racéo (g) - 3,81+0,2 4,16 +0,61 4,93 +0,232ab
Urina (mL) - 1,15+0,13 1,38 £ 0,06? 1,13 £0,09
Fezes () - 0,80 £ 0,06 0,94 +£0,15 1,06 + 0,10

Valores obtidos apds tratamento com Tween 80 3% dissolvido em agua Milli-Q e riparina A nas doses de 300 e
2000 mg kg (n = 6 por grupo). Os valores representam a média + E.P.M. dos valores obtidos na variacéo do peso
corporal, volume de dgua consumida, peso de ragdo ingerida, volume de urina e fezes excretadas durante o 1°, 7°
e 14° dias de experimento comparado aos valores do controle do respectivo dia. p<0,05 quando comparado ao
grupo controle (veiculo) no mesmo periodo de acompanhamento. ?p<0,05 quando comparado ao grupo Rip-A 300
no mesmo periodo de acompanhamento (ANOVA e teste Newman-Keuls).

Quanto as provas bioguimicas executadas, pode-se perceber a auséncia de diferenca
estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle para a maioria das analises realizadas,
exceto para os triglicerideos, com elevacdo nos niveis do analito em ambos os tratamentos

realizados (Tabela 4).
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Tabela 4. Pardmetros hematoldgicos e bioquimicos de camundongos Swiss tratados com
riparina A segundo o protocolo de toxicidade aguda da OECD diretriz 423.

A Veiculo Riparina A; Riparina Al
e ey Smk  Aon

Hemécias (x10%/uL) 83+04 9,1+04 93+04
Hemoglobina (g/dL) 11,6 £0,8 129+0,5 13,8+0,7
Hematdcrito (%0) 390x1/4 421+18 419+15
HGM (pg) 13,9+0,2 143+0,3 147+05
VGM (fL) 493+1,0 50+0,5 52+1.2
CHGM (g/dL) 278+0,6 28,6 +0,4 282 +0,2
Leucdcitos (x10%/uL) 4,1+0,2 34+05 4,2 +0,4
Plaquetas (x10%/uL) 0,9+0,2 09+0,1 0,8+0,1
Glicose (mg dL™?) 104,3+5,8 109,5 +6,2 106,8 £ 4,6
Triglicerideos (g dL™?) 83,7t45 108,5 £ 3,9° 105,3 £ 3,28
Colesterol total (g dL?) 815+5,1 75,0+2,2 78,5 +6,7
Creatinina (mg dL™) 0,23 £0,01 0,28 + 0,04 0,29 +0,02
Ureia (mg dL?) 61,7 +£2,3 57,3+3,6 55,2 +4,4
Bilirrubina direta (mg dL™?) 0,05 +£0,01 0,03 £0,01 0,05 +£0,01
Bilirrubina indireta (mg dL?) 0,08 £ 0,03 0,06 + 0,02 0,05 £ 0,02
Bilirrubina total (mg dL™?) 0,13 £0,03 0,09 +0,02 0,11 +0,02
TGO (U LY 116,3 +3,9 1343 +48 122,3+56
TGP (UL 535272 448 + 5,6 545+43

Valores obtidos ap6s tratamento com Tween 80 3% dissolvido em &gua Milli-Q (n = 6) e riparina A nas doses de
300 e 2000 mg kg* (n = 6 por grupo). Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de animais usados nos
experimentos. Os valores representam a média + E.P.M. do numero de animais usados nos experimentos. 2p<0,05
quando comparados ao grupo veiculo. (ANOVA e teste Newman—Keuls). Legenda: HGM = Hemoglobina globular
média; VGM = Volume globular médio; CHGM = Concentragdo de hemoglobina globular média; TGO =
Transaminase glutamico-oxalacética; TGP = Transaminase glutamico-pirlvica.

Na afericdo do peso relativo dos 6rgaos coletados no experimento houve auséncia de

variacdes significativas ou alteracbes macroscopicas (Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito da administracdo oral aguda da riparina A sobre o peso relativo do figado,
baco, rins e cérebro de camundongos 14 dias apds o tratamento.

Baco 0,53+0,01 0,51 £ 0,09 0,51+0,13
Cérebro 1,44 +0,01 1,49 £ 0,07 1,45 +0,09
Figado 5,18 £ 032 5,77 +£0,19 5,53+0,32
Rins 1,47 + 0,08 1,48 £ 0,02 1,66 +0,14

A anélise histopatoldgica dos 6rgdos removidos confirmou a auséncia de alteracdes
histologicas relevantes no grupo controle negativo (Figura 9).

Figura 9. Avaliacdo do tratamento com Tween 80 3% (10 mL kg™?) no bago (a), hipocampo
(b), figado (c) e rim (d) de camundongos Swiss adultos conforme protocolo OECD 423.

Andlise histopatolégica apés tratamento agudo com Tween 80 3% (1 mL 100g™?). Tecidos corados com
Hematoxilina-Eosina (HE, X10). Fonte: arquivo pessoal.
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Quanto aos grupos tratados foi possivel perceber varia¢@es histopatoldgicas nos tecidos
hepético e renal (Figuras 10 e 11, respectivamente). Observou-se a presenca de degeneracao
hidropica, esteatose e congestdo vascular no tecido hepatico dos grupos tratados. Foi verificado
resultado similar no tecido renal dos animais tratados com a presenca de trombos e congestao
vascular. Logo, deve-se enfatizar que, apesar das provas bioquimicas indicarem funcdes
hepética e renal dentro da normalidade houve indicadores histologicos de lesdo hepatocelular e

discreto comprometimento renal nos grupos tratados.

Figura 10. Avaliacdo do tratamento com riparina A no baco (a), hipocampo (b), figado (c) e
rim (d) de camundongos Swiss adultos na dose de 300 mg kg™ (Rip-A 300) conforme protocolo
OECD 423.

Andlise histopatologica apds tratamento agudo com riparina A 300 mg kg™. Tecidos corados com Hematoxilina-
Eosina (HE, X10). Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 11. Avaliacdo do tratamento com riparina A no baco (a), hipocampo (b), figado (c) e
rim (d) de camundongos Swiss adultos na dose de 2000 mg kg (Rip-A 2000) conforme
protocolo OECD 423.

2 el b Y
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Andlise histopatoldgica apds tratamento agudo com riparina A 2000 mg kg*. Tecidos corados com Hematoxilina-
Eosina (HE, X10). Fonte: arquivo pessoal.

5.2 Efeitos comportamentais da riparina A

Os resultados do ensaio do labirinto em cruz elevado demonstram que o DZP elevou o
numero de entradas nos bracos abertos (NEBA) do labirinto quando comparado ao grupo que
recebeu apenas o veiculo. J& os grupos FLU, FLU + DZP, FLU + Rip-A e todos aqueles tratados
apenas com riparina A nas diferentes doses testadas, apresentaram diferenca estatistica apenas
em relacdo ao diazepam com resultados inferiores. No que concerne ao tempo de permanéncia
nos bragos abertos (TPBA) houve comportamento similar aquele obtido no NEBA, exceto no
grupo Rip-A 200, visto que houve diferenca estatistica tanto em relacdo diazepam quanto em
relacdo ao controle negativo indicando a presencga de atividade ansiolitica, porém, inferior

aquela apresentada pelo ansiolitico de referéncia utilizado como controle positivo (Figura 12).
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Figura 12. Efeitos da riparina A em camundongos no teste do labirinto em cruz elevado.
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Os valores foram expressos como a média + E.P.M. (n=9 animais/grupo) sobre o nimero de entradas nos bragos
abertos — NEBA (a), tempo de permanéncia nos bragos abertos em segundos — TPBA (b). #p<0,05 comparado ao
veiculo (Tween 80 3%) (ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste). °p<0,05 (ANOVA e Neuman-Keuls
como post hoc teste), quando comparado ao grupo diazepam. Fonte: arquivo pessoal.

Os resultados obtidos com a riparina A no teste da caixa claro/escuro séo ilustrados na
figura 13. Pode-se perceber que o TPCC da caixa claro/escuro ratifica a atividade ansiolitica do
diazepam conforme observado no parametro do NEBA do ensaio do labirinto em cruz elevado,
uma vez que, o farmaco aumentou significativamente o tempo de permanéncia no campo claro.
Entretanto, ao avaliar o NTC, nota-se que os animais tratados com a Rip-A 200 obtiveram
resultado equivalente ao do grupo DZP e superior ao grupo tratado somente com o veiculo, o
que sugere atividade ansiolitica com aumento do comportamento exploratério dos animais.
Esse resultado se repetiu no grupo que recebeu o pré-tratamento com flumazenil (FLU + Rip-
A) indicando que a atividade da riparina A ndo ocorre devido a interacdo da molécula no sitio
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benzodiazepinico do sistema gabaérgico (BOURIN; HASCOET, 2003; ACEVEDO et al.,

2014).

Figura 13. Efeitos da riparina A em camundongos no teste da caixa claro/escuro.
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Os valores foram expressos como a média + E.P.M. (n=9 animais/grupo) sobre o tempo de permanéncia no campo
claro em segundos — TPCC (a) e sobre o nimero de transi¢Oes realizadas entre 0os compartimentos do aparato —
NTC (b). 2p<0,05 comparado ao veiculo (Tween 80 3%) (ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste). ’p<0,05
(ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste), quando comparado ao grupo diazepam. Fonte: arquivo pessoal.

Para complementar a analise dos possiveis efeitos ansioliticos da Rip-A, foi realizado o
teste de esconder esferas. Os resultados obtidos com a riparina A no teste de esconder esferas

encontram-se ilustrados na figura 14.
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Figura 14. Efeitos da riparina A em camundongos no teste de esconder esferas.

154

Os valores foram expressos como a média + E.P.M. (n=9 animais/grupo) sobre o nimero de esferas escondidas —
NEE. 2p<0,05 comparado ao veiculo (Tween 80 3%) (ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste). °p<0,05
(ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste), quando comparado ao grupo diazepam. Fonte: arquivo pessoal.

Os resultados obtidos no teste de esconder esferas revelam que a Rip-A apresentou
padrdo ansiolitico, neste caso, a partir da dose de 100 mg kg? corroborando a presenca de
atividade central, uma vez que, neste modelo experimental houve reducdo do nimero de esferas

escondidas pelos roedores a partir da dose intermediaria administrada.

5.3 Estudo de docagem molecular

A tabela 6 elenca os valores de energia livre de Gibbs (AG®) e da constante de inibicéo
(Ki) da riparina A e do diazepam obtidos a partir das trés conformacfes mais estaveis das
moléculas durante a interagdo com o receptor GABAA. Os resultados obtidos demonstram que
a interacdo da riparina A com o receptor apresenta magnitude similar aquela obtida com o
diazepam visto que ambas as interagfes ocorreram na escala de micromolar e que ambos 0s
ligantes interagem de maneira energeticamente favoravel se considerado os valores negativos
de AG®.
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Tabela 6. VValores da energia livre de Gibbs (AG®) e da constante de inibi¢do (Ki) da riparina
A e do diazepam obtidos na interacdo com o receptor GABAA.

Molécula Conformacéo AG® (kcal/mol) Ki (uM)

Riparina A 12 conformacao - 6,57 15,25
22 conformacao -6,57 15,31
32 conformacgao - 6,54 16,18

Diazepam 12 conformacéo -7,88 1,68
2% conformacéo -7,69 2,30
32 conformacao -7,58 2,79

Complementando a analise, a figura 15 apresenta dados topograficos dos sitios de
ligacdo da Rip-A ao receptor gabaérgico enquanto a figura 16 demonstra as possiveis interacdes
ligante-receptor em nivel molecular. Foi verificado que ha, prevalentemente, a interacdo da Rip-
A com 0 residuo de aminoacido tirosina da posigao 87 da subunidade B1 (Tyr87), presente em
todas as conformagdes mais provaveis com sitios de ligagdo presentes entre as subunidades a2

e PB1, assim como entre as subunidades y2 e B1 (Figura 16).

Figura 15. Sitios de ligacao da riparina A no receptor GABAA nas suas trés conformacdes mais
estaveis.

9“0”“3&. Panig 7Y 1* e 3* conformacgdes
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Rip-A (ayB172) 2° conformagéo

Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 16. InteracGes moleculares das principais conformacfes da riparina A no receptor
GABAA.
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Fonte: arquivo pessoal.
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5.4 Caracterizagdo do complexo de inclusdo Rip-A/g-CD

A figura 17 apresenta o espectro de absorcdo UV-Vis da Rip-A em concentragdes
crescentes. A riparina apresenta absor¢do em aproximadamente 225 nm em agua:etanol (1:9).
A andlise da varredura UV-Vis da Rip-A permitiu a obtencdo da curva de calibracdo com
equacio da reta: y = 0,1664x + 0,0008 (r? = 0,9992), conforme ilustrado na figura 18. Os
resultados obtidos permitiram o célculo da constante de estabilidade (Kst) no valor de 373 L

molL,

Figura 17. Varredura espectrofotométrica UV-Vis da Rip-A.
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Fonte: arquivo pessoal.

No ensaio realizado foi verificado a solubilidade intrinseca da Rip-A (So) com valor de
1,48 mM e melhoria de 240,2% na solubilidade da riparina mediante o acréscimo de 3-CD com
perfil do diagrama de solubilidade do tipo AL. Os resultados indicam a existéncia de interacdo
entre as moléculas da Rip-A e B-CD o que sugere a formacdo de complexo de inclusdo com a
possivel insercdo total ou parcial da Rip-A na cavidade da ciclodextrina. A formacgdo de um

complexo soluvel foi corroborada com o estudo da dissolucéo (Figura 19).
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Figura 18. Diagrama de solubilidade de fase de p-CD com Rip-A.
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Fonte: arquivo pessoal.

A figura 19 apresenta as curvas de dissolucéo da Rip-A livre, do complexo Rip-A/p-CD
e da MF em agua. A analise do resultado do estudo de dissolucdo permite observar que apos 0s
5 minutos iniciais do ensaio, a Rip-A livre apresentou 18,4% de dissolucdo frente a 67,6% de
riparina em solugdo com o complexo Rip-A/B-CD e 26,1% com a MF. Ao término do
experimento as referidas amostras apresentaram 61,7%, 68,7% e 62,5% de porcentagem de

riparina em solucdo, respectivamente.

Figura 19. Perfil de dissolucéo da Rip-A livre, Rip-A/B-CD e MF.
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Fonte: arquivo pessoal.
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A figura 20 ilustra os termogramas de CED das amostras analisadas com variagdes
sugestivas da formacdo do complexo de inclusdo em virtude da reducdo do pico a 116,2°C

caracteristico da Rip-A, sobretudo na preparacdo obtida por aspersao.

Figura 20. Curva de calorimetria exploratéria diferencial da Rip-A (a), B-CD(b), MF (c) e Rip-
A/B-CD (d).
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Fonte: arquivo pessoal.

A figura 21, por sua vez, apresenta o difratograma das analises realizadas por DRX.

Figura 21. Difratograma de raios X da Rip-A (a), B-CD (b), MF (c) e Rip-A/p-CD (d).
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Fonte: arquivo pessoal.
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O perfil de difragdo das amostras demonstra a cristalinidade da Rip-A com a presenca
de um pico intenso de angulo de difracdo 26 em 12,6° seguido dos picos secundarios em 6,3°,
18,9°, 21,480, 21,78°, 38,46° e 45,22°,

A andlise por espectroscopia de infravermelho das amostras gerou 0s espectros
apresentados na figura 22.

Figura 22. Espectro de IV da Rip-A (a), B-CD (b), MF (c) e Rip-A/p-CD (d).
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Fonte: arquivo pessoal.

O espectro de 1V da Rip-A apresenta picos na regido de 3344 cm™ e 1640 cm™ referentes
ao estiramento simétrico das ligagdes N—H e C=0 do grupo funcional amida, respectivamente.
Os modos vibracionais C—H de carbono alifatico e aromatico apresentam absor¢des em 2850
cm™e 3026 cm™, respectivamente. Além disso, ha deformacio angular fora do plano de C—H
dos anéis monossubstituidos em 694 e 750 cm™ e absorcdo em 1544 cm™ referente ao
estiramento C=C de anel aromatico. A B-CD isolada apresentou um largo sinal a 3400 cm*
correspondente aos grupamentos O—H e bandas de absorgdo em 2923 cm™, 1157 cm™ e 1028
cm? referente a estiramentos C— H, C—0 e C—O—C, respectivamente.

A figura 23 apresenta os dados de espectroscopia de protons da B-CD e do complexo
Rip-A/B-CD. A descricdo do espectro de ressonancia magnetica da Rip-A, por sua vez,

encontra-se em concordancia com a literatura. Destaca-se na Rip-A um dupleto em 7,82 ppm
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referente aos hidrogénios das posi¢des 2 e 6, um tripleto em 7,45 ppm referente aos hidrogénios
das posigdes 3, 4 e 5, um dupleto em 7,24 ppm referente aos hidrogénios de 2’ € 6” ¢ um tripleto
em 7,30 ppm correspondente aos hidrogénios de 3°, 4’ ¢ 5°. Em 2,85 ppm, verificou-se um
tripleto e em 3,47 ppm um multipleto referentes aos hidrogénios de 7’ e 8’, respectivamente.
Em 8,57 ppm observou-se um multipleto alusivo ao grupamento funcional da molécula e indica

0 grupo NH.

Figura 23. Espectros de RMN H da B-CD (a) e Rip-A/B-CD (b) em DMSO-ds (500 MHz).
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Fonte: arquivo pessoal.
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O espectro de RMN H da B-CD demonstra os sinais especificos da CD conforme a
literatura cientifica e indica a interacdo com a molécula hospedeira em fungdo de variacdes
espectrais e deslocamentos quimicos com alteracbes no interior da CD decorrentes da
complexacdo, representados pelos hidrogénios internos Hz e Hsda molécula. No complexo Rip-
A/B-CD obtido pode-se perceber variagéo de 0,01 ppm no Hz da cavidade da B-CD (Figura 24).

Figura 24. Dados dos espectros de RMN 'H da p-CD e Rip-A/B-CD em DMSO-ds (500 MHz).

H B-CD Rip-A/p-CD
) (ppm) (ppm)

1 4,83 4,83

2 3,30 3,35

3 3,61 3,62

4 3,37 3,37

5 3,55 3,55

6 3,63 3,64

Fonte: arquivo pessoal.

Por fim, a MEV permitiu analisar qualitativamente a formacao do complexo de incluséo.
As imagens obtidas (Figura 25) demonstram a morfologia das amostras isoladas de Rip-A ¢ -
CD, assim como da MF e do complexo Rip-A/B-CD com variagdo na estrutura cristalina da
riparina e da estrutura globular da ciclodextrina, podendo-se perceber que a mistura fisica forma

material distinto do complexo obtido no spray-drying.
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Figura 25. Fotografias de MEV da Rip-A (A ¢ B), B-CD (C e D), MF (E e F) e Rip-A/B-CD

(GeH).
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Fonte: arquivo pessoal.
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5.5 Atividade citotdxica in vitro

No que concerne a atividade citotoxica da Rip-A e do complexo Rip-A/B-CD, o0s
resultados do bioensaio realizado encontram-se apresentados na figura 26, constatando-se
aumento da atividade citotoxica em virtude do aumento da concentragdo da substancia testada.
Pode-se constatar valores de Clso de 346,7 ug mL™? para a Rip-A, enquanto o complexo Rip-
A/B-CD obteve o valor de 117,2 pg mL™* ratificando a maior atividade citotoxica do complexo

(p<0,05), enquanto a B-CD isolada ndo ocasionou mortes significativas.

Figura 26. Citotoxicidade da Rip-A livre e do complexo Rip-A/B-CD em Artemia salina ap6s
24h de incubacdo.
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Os resultados correspondem a média da porcentagem de inibicdo + erro padrdo da média de experimentos
independentes (n= 3). Dicromato de potéssio 0,1% foi usada como controle positivo. ?p<0,05 quando comparado
ao grupor Rip-A livre por ANOVA seguido por Neuman-Keuls. Fonte: arquivo pessoal.
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6 DISCUSSAO

6.1 Toxicidade aguda da riparina A

Ha no meio popular forte apelo ao uso de substancias naturais dotadas de propriedades
terapéuticas em funcdo da equivocada concepcao de que derivados de plantas medicinais s&o
inocuos ou totalmente seguros. Entretanto, Peumus boldus Molina, por exemplo, consiste em
uma planta da familia Monimiaceae amplamente consumida no Brasil que apresenta registros
na literatura de efeitos teratogénicos, abortivos e hepatotdxicos em modelos animais
(ALMEIDA et al., 2000; PAYDAR et al., 2014). Este tipo de informagcéo ratifica a importancia
da realizacdo de ensaios toxicoldgicos prévios com toda substancia que pode vir a ser utilizada
com fins terapéuticos, principalmente em seres humanos independente da origem ou da
natureza da substancia.

O screening hipocréatico dos grupos tratados com riparina A (Rip-A) durante o ensaio
de toxicidade ndo apresentou variacdes relevantes, com poucas alteracfes nos parametros
fisioldgicos analisados (Tabela 2). Ressalta-se, apenas, 0 ganho de peso dos animais tratados
com a maior dose da Rip-A em relacdo grupo controle, fato justificavel pelo aumento do
consumo de ragdo o que indica aumento do apetite dos animais em virtude do tratamento
realizado (Tabela 3). A auséncia de alteracbes no screening hipocratico, assim como, a
inobservancia de sinais de toxicidade no acompanhamento das gaiolas metabolicas, como, por
exemplo, diarreia e perda de peso, indicam de forma preliminar a baixa interferéncia da
substancia-teste em parametros fisioldgicos dos animais e sua baixa toxicidade (BARROS;
DAVINO, 2008).

Ensaio toxicoldgico preliminar realizado por Castelo-Branco e colaboradores (2000)
demonstrou que as riparinas naturais (riparinas I, Il e IlI) ndo promovem alteracdes
comportamentais em camundongos, assim como indicado por Nunes et al. (2015) em pesquisa
realizada com a Rip-A, fato confirmado por este estudo. Os pesquisadores relataram que a
administragdo aguda das riparinas naturais em doses de até 1000 mg kg* pelas vias oral e
intraperitoneal ndo causam a morte de camundongos, exceto com a riparina Il1, a qual obteve
valor de DLso de 104,2 mg kg%, valor muito inferior ao da Rip-A. Esses resultados indicam que
a Rip-A apresenta toxicidade aguda inferior as riparinas de origem natural, apesar de ser uma
substancia sintética.

Destaca-se ainda que até o presente momento ndo existem estudos toxicologicos

publicados com as riparinas sintéticas (Riparinas A-F). Entretanto, as pesquisas de avaliacdo
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toxicologica precedem os testes de atividade farmacoldgica, principalmente em modelos in
vivo, pois permitem o estabelecimento de doses seguras a partir dos valores de DLso definidos.
Nesse contexto, Jonsson et al. (2013) utilizando o mesmo desenho experimental relatado nesta
pesquisa, testaram a toxicidade aguda da moniliformina, micotoxina de ocorréncia global
produzida por fungos do género Fusarium presente em altas concentragbes em cereais
consumidos pelo homem, sobretudo o milho. De acordo com os pesquisadores, a moniliformina
é altamente toxica em roedores com classificacdo 2 da GHS e DLso de 25 mg kg™, além de
promover fraqueza muscular e dano histol6gico no musculo cardiaco.

A Rip-A, entretanto, apresentou resultado similar aquele obtido com o extrato
hidroetanolico das folhas da Casearia sylvestris, planta medicinal com vasta aplicacdo na
medicina popular brasileira e que consta na Relacdo Nominal de Plantas Medicinais de Interesse
ao Sistema Unico de Satde (RENISUS), quanto ao valor elevado de DLso e consequente baixa
toxicidade. Ameni e colaboradores (2015), utilizando o mesmo protocolo experimental de
avaliacdo da toxicidade aguda verificaram que o extrato da C. sylvestris, assim como a riparina
A ndo promovem alteracGes comportamentais significativas em roedores, bem como pode ser
classificada segundo a GHS, como substancias de baixa toxicidade aguda com valor de DLso
acima de 2000 mg kg

Quanto as analises clinicas empregadas ndo houve variagdo significativa nos
hemogramas realizados (Tabela 4). Os hemogramas sugerem que a administracédo aguda da
substancia ndo promove alteracdes na medula 0ssea no que diz respeito ao processo de
hematopoese e nem alteracdes celulares decorrentes de danos periféricos (SILVA et al., 2014;
XU et al., 2015). Quanto as provas bioquimicas, a evidéncia de alteracGes nos triglicérides
(Tabela 4) sugere que a Rip-A promove alteracfes sobre o metabolismo lipidico, pois, 0s
triglicerideos sdo formas importantes de armazenamento e transporte de acidos graxos. Além
disso, os resultados implicam ainda na auséncia de acdo hepatototica e nefrotoxica, visto que,
ndo houve alteragBes nos niveis das transaminases (TGO e TGP), assim como, manutencdo da
creatinemia (MOTTA, 2009; LUKA et al., 2014).

Outra observacdo que endossa a auséncia de atividade hepatotdxica e citotoxica
especifica para as hemacias, consiste na auséncia de variagdo estatistica nos niveis de bilirrubina
direta e indireta nos animais tratados, respectivamente. A bilirrubina consiste em produto de
degradacdo da hemoglobina intraeritrocitaria. Esta substancia pode ser conjugada a moléculas
polares para promover sua excrecao, sendo assim denominada bilirrubina direta ou conjugada.
Caso se mantenha insoltvel ligada a albumina a bilirrubina passa ser transportada via corrente

sanguinea para o figado, onde serd metabolizada, sendo nestes casos denominada bilirrubina
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indireta ou ndo-conjugada. Desta forma elevagbes na bilirrubina direta estdo associadas
distdrbios hepatobiliares enquanto que elevagdes na bilirrubina indireta tém relacdo com
distdrbios hemoliticos (COSTA et al., 2012; LUSTOSA et al., 2016).

A andlise dos pesos relativos dos 6rgaos coletados (Tabela 5) constatou a auséncia de
alteragdes macroscopicas nos 6rgdos removidos, assim como, a inobservancia de variagéo
significativa no peso relativo decorrentes de hepatoesplenomegalia ou aumento renal ou
cerebral (BESERRA et al.,, 2010). Destaca-se que apesar de ndo haver variacdes
estatisticamente significativas nas analises clinicas realizadas ou no peso relativo dos érgaos
dos roedores, houve alteragcbes microscopicas no figado e nos rins dos animais tratados, sem
modifica¢cBes do parénquima esplénico e do hipocampo cerebral (Figuras 10 e 11). Foi
verificado a incidéncia de congestao vascular no figado dos roedores dos grupos tratados, além
de, degeneracdo hidrdpica e esteatose em microgotas (Figuras 10c e 11c).

A degeneracdo hidropica consiste em edema celular decorrente da hiper-hidratacdo e
acimulo de agua no interior do hepatdcito. J4 a esteatose corresponde ao aumento da
concentracdo de gordura no tecido. A presenca de discretas microgotas de gordura no figado
pode ser decorrente da modificacdo da mobilizacdo dos triglicerideos, sobretudo, se
considerado a elevacgédo dos niveis séricos desses lipidios. Além disso a presenca de trombos e
congestdo vascular renal também sugere a presenca de atividade vascular atribuida & Rip-A
(Figuras 10d e 11d) (CASTRO et al., 2002; MAIR; HERNANDEZ, 2006; FIGUEIREDO et
al., 2013).

Os resultados apresentados sugerem que a riparina A é uma substancia de baixa
toxicidade, de acordo com o protocolo de toxicidade aguda, diretriz 423 da OECD. Entretanto,
0 uso da Rip-A exige cautela, pois, apesar da administragcdo aguda ndo ter provocado redugéo
funcional dos 6rgdos internos analisados, foi verificado a presenca de lesbes histologicas que
podem evoluir com o uso crénico da substancia causando, principalmente, comprometimento

hepaético e renal.

6.2. Efeitos comportamentais da riparina A

H& uma concentracdo de pesquisas no meio cientifico voltadas para as atividades
centrais atribuidas as riparinas naturais (riparinas I, Il e 111) extraidas da A. riparia, sobretudo
quanto aos seus efeitos ansioliticos e antidepressivos em animais (SOUSA et al., 2014;
VASCONCELOS et al., 2015). Além disso, tanto as riparinas naturais como a propria Rip-A,

ja demonstraram em modelos comportamentais com roedores que ndo promovem
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comprometimento do tdnus muscular e ndo possuem acao sedativa o que sugere menores efeitos
adversos se comparados, por exemplo, com os benzodiazepinicos, farmacos classicamente
utilizados no tratamento da ansiedade mas que podem promover sedacao e astenia. Desta forma,
o fato da riparina A consistir no ndcleo fundamental estrutural das riparinas estimula a
realizacdo de novas pesquisas com esta substancia quanto a seus efeitos sobre 0 SNC (SOUSA
etal., 2007; NUNES et al., 2015).

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um modelo experimental utilizado para avaliar o
estado de ansiedade e o comportamento exploratorio de animais, permitindo classificar as
drogas testadas em ansioliticas ou ansiogénicas. O principio fundamental do experimento
consiste na aversdo natural que os roedores apresentam para ambientes abertos e desprotegidos.
Desta forma, drogas ansioliticas, como o diazepam (DZP), tendem a aumentar o tempo de
permanéncia (TPBA) e o numero de vezes que o animal adentra nos bragos abertos do labirinto
(NEBA) (BOURIN et al., 2007; JASTRZEBSKA-WIESEK et al., 2014).

Os efeitos da Rip-A no ensaio do LCE encontram-se ilustrados na figura 12 com
indicativo de atividade ansiolitica principalmente na dose de 200 mg kg™ quando analisado o
parametro do TPBA. Outras pesquisas utilizando o método do labirinto em cruz elevado
revelaram a presenca de atividade ansiolitica para as riparinas naturais (riparinas I, Il e II).
Sousa e colaboradores (2005) demonstraram que a riparina | administrada em camundongos
nas doses de 25 mg kg? v.o. e 50 mg kg i.p. emulsionada em Tween 80 3% foi capaz de
aumentar tanto o NEBA quanto o TPBA, equiparando-se ao DZP.

A pesquisa de Melo e colaboradores (2006) sobre os efeitos centrais da riparina Ill,
obteve resultados similares aos descritos por Sousa et al., 2005. O estudo revelou que a riparina
111 nas doses 25 e 50 mg kg v.o. também elevou 0 NEBA e o TPBA em roedores de modo
equivalente ao DZP. Pesquisa anterior realizada por Sousa e colaboradores (2004) ja havia
descrito a capacidade da riparina 11 veiculada em Tween 80 2% na dose de 50 mg kg™ i.p.
aumentar de maneira significativa apenas o0 NEBA quando comparado ao veiculo. Quanto a
riparina Il, a pesquisa de Sousa e colaboradores (2007) indicou 0 mesmo padréo de resposta
ansiolitica com a substancia administrada nas doses de 75 mg kg™ v.o. e 25 mg kg* i.p. com
aumento no NEBA e no TPBA.

No teste da caixa claro-escuro (TCE), por sua vez, avalia-se o tempo de permanéncia no
campo claro (TPCC) e o numero de transigdes entre os campos claro e escuro (NTC) realizadas
pelo animal. Drogas com carater ansiolitico tendem a aumentar o comportamento exploratorio

espontaneo dos roedores elevando o TPCC e o NTC. O grupo Rip-A 200 novamente foi o Unico
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a apresentar padrdo de resposta ansiolitico quando analisado o pardmetro do ndmero de
transicOes entre os campos da caixa (Figura 13) (GOMES et al., 2011; COSTA et al., 2014).

Ja o teste de esconder esferas (TEE) caracteriza a atividade ansiolitica em funcdo da
reducdo do NEE e assim como no TCE, houve aumento na atividade com a elevagéo da dose
administrada com significancia estatistica na maior dose em relacdo ao controle negativo,
equiparando-se, também ao DZP. Destaca-se, porém, que no referido ensaio a Rip-A apresentou
efeitos ansioliticos a partir da dose de 100 mg kg* (Figura 14). Além disso, os valores
apresentados pelo grupo FLU + Rip-A ndo sofreram variagéo significativa em relacéo ao grupo
Rip-A 200 indicando, conforme observado nos ensaios comportamentais anteriores, que a
substancia ndo atua com 0 mesmo mecanismo de a¢do do DZP.

Cabe ressaltar os resultados de Nunes e colaboradores (2015) em que a administracao
aguda da riparina A durante 7 dias nas doses de 5, 10 e 20 mg kg v.0. provocou protecéo
cerebral antioxidante juntamente com um aumento significativo no comportamento
exploratério de roedores no teste do campo aberto, assim como, elevou o tempo de
permanéncia, com consequente reducdo do numero de quedas dos roedores sobre a barra
giratoria do rota rod em relagdo ao DZP (1 mg kg™ i.p.). Estes dados corroboram os resultados
descritos no TCE apesar da Rip-A ter sido administrada em dose 10 vezes superior aquela
utilizada por Nunes et al. (2015) ratificando a baixa toxicidade da substancia.

Os resultados reforcam a capacidade de atuacéo da Rip-A sobre o SNC o que justifica
as pesquisas prévias realizadas com as substancias extraidas do “louro”. O uso dos derivados
sintéticos pode garantir a realizacao de novas pesquisas sem expor a espécie vegetal ao risco de
extin¢do. Ha, notadamente, a partir dos resultados prévios do teste do labirinto em cruz elevado
descritos na literatura juntamente com os resultados apresentados na presente tese, indicios de
acao ansiolitica vinculada as riparinas naturais (I, I1, 111) e a Rip-A. Este dado, juntamente com
a observacéo da estrutura molecular dessas substancias (Figura 2) demonstram que a atividade
central pode estar associada ao grupamento funcional amida comum em todas as riparinas. Da
mesma forma, as diferencas apresentadas entre essas riparinas quanto ao efeito ansiolitico pode
ser atribuida a fatores farmacocinéticos e farmacodindmicos decorrentes dos substituintes

presentes nos anéis aromaticos laterais das moléculas.
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6.3 Estudo de docagem molecular

O GABAA ¢é 0 receptor de neurotransmissdo inibitoria prevalente no cérebro dos
mamiferos. Trata-se de macromolécula alvo de uma grande variedade de farmacos incluindo os
benzodiazepinicos, barbitdricos e antiepilépticos. O receptor é formado a partir da associacéo
de cinco subunidades que resultam na estrutura de um canal pentamérico de ions cloreto.
Atualmente ja foram elucidados 19 tipos de subunidades (o 1-6, B 1-3, v 1-3, 6, &, , 6, p 1-3)
com maioria constituida por duas subunidades a, duas subunidades B e uma subunidade y
(Figura 27). Os benzodiazepinicos atuam predominantemente em  receptores
heteropentaméricos dos tipos a1fy2, azPy2, 0zpy2 € asPy2 com sitio de ligacdo situado entre as
subunidades o e v, diferentemente do ligante enddgeno (Acido y—aminobutirico, GABA) que
interage na interface a-p (SIGEL; STEINMANN, 2012; MILLER; ARICESCU, 2014).

Figura 27. Estrutura molecular do receptor GABAA.

Fonte: adaptado de Jacob et al., 2008.

Por conseguinte, visando elucidar as possiveis interacdes moleculares envolvidas no
mecanismo da acdo ansiolitica da Rip-A, foi realizada a docagem molecular da substancia com
0 receptor GABAA (02P1y2). Foram obtidos os valores da energia livre de Gibbs (AG®) e da
constante de inibicdo (Ki) da riparina A e do diazepam conforme apresentado na tabela 6. A
anélise dos valores de AG® e Ki permite avaliar as melhores interagdes do complexo Rip-

A/GABAA destacando as conformagfes com complementariedade quimica e espacial mais
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favoraveis. Os valores negativos da energia demonstram que ha espontaneidade relevante nas
interacOes existentes tanto da riparina A quanto do diazepam com o receptor.

Deve-se salientar, porém, que pautado nos valores de Ki, a Rip-A ndo supera o DZP
quanto a afinidade pelo GABAA, 0 que confirma os resultados observados nos modelos animais
de atividade ansiolitica, nos quais a riparina ndo se mostrou superior ao controle positivo
realizado com diazepam. Assim, os valores elevados da constante de inibicdo indicam, em
relacdo ao diazepam, que a Rip-A apresenta menor especificidade ligante-receptor do que o
benzodiazepinico utilizado nos ensaios comportamentais corroborando os resultados dos
modelos experimentais (MORRIS, et al., 1998; KITCHEN, et al., 2004; XIE, et al., 2013).

No modelo de complexo ligante-receptor proposto, observa-se que a Rip-A interagiu
preferencialmente entre as subunidades a2 e B1 (1% e 32 conformacdes mais favoraveis) e entre
as subunidades B1e y2 (22 conformagdo mais favoravel) do receptor farmacologico (Figura 15).
Esse resultado indica um sitio de ligagcdo no dominio extracelular do receptor diferente daquele
ocupado pelo diazepam (Figura 27), o que justifica o fato do flumazenil, antagonista
competitivo benzodiazepinico, ndo ter revertido os efeitos da riparina nos ensaios
comportamentais realizados, assim como, os efeitos ansioliticos inferiores ao do farmaco de
referéncia.

A literatura relata que ha& forte correlagdo entre o efeito ansiolitico dos
benzodiazepinicos com a presenga da subunidade o2 no receptor gabaérgico. Em modelos
computacionais ja bem descritos, baseados no receptor a11y2, pode-se perceber que a afinidade
benzodiazepinica resulta da ocorréncia de interacbes com alguns residuos de aminoacidos,
principalmente de histidina (His102) nas subunidades as e fenilalanina (Phe77) na subunidade
v2. Estudos de docagem com o diazepam demonstram a formacéo de ponte de hidrogénio entre
farmaco e o residuo His102 e de interacdes hidrofébicas com a Phe77 (JOHNSTON, 2005; Cl;
REN; SU, 2008; XIE, et al., 2013).

No caso da Rip-A percebe-se que a molécula sofre discreta tor¢do durante as interacdes
com o receptor gabaérgico, fendbmeno possivelmente ocasionado pela presenga do grupamento
funcional amida no centro da molécula. Este comp6e o grupo farmacoférico da substancia, o
qual pode interagir por intermédio de ligacdo de hidrogénio com residuos de aminoacidos do
receptor, mas preferencialmente com o residuo Tyr87 (Figura 16). Os demais aminoacidos
envolvidos nas interagdes moleculares do complexo Rip-A/GABAA,, por sua vez, promovem
interagdes hidrofdbicas mais fracas.

Os resultados demonstram, portanto, que a Rip-A consiste em uma molécula com

atividade ansiolitica capaz de interagir com o receptor gabaérgico em sitio ativo distinto daquele
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ocupado por farmacos benzodiazepinicos. Desta forma, a riparina A demonstra ser uma
molécula candidata a novos estudos farmacéuticos, a fim de, ensejar o desenvolvimento de

novos produtos ou formulac6es que aprimorem suas propriedades farmacocinéticas.

6.4 Caracterizacio do complexo de incluséo Rip-A/p-CD

A complexacdo consiste na interacdo de uma molécula hospedeira, representado pela 8-
CD com outra molécula hdspede que no estudo realizado consiste na Rip-A. A aplicacdo das
ciclodextrinas na formacdo de complexos de inclusdo apresenta grande notoriedade no meio
farmacéutico devido ao incremento da solubilidade aquosa do farmaco complexado na cavidade
da B-CD o que favorece sua veiculagdo. Varias pesquisas foram realizadas nos ultimos anos
visando a obtencdo de complexos de inclusdo com substancias ativas, como por exemplo, o
neurotransmissor dopamina, o horménio epinefrina e 0 aminoéacido neuroativo tiramina. A
complexacdo melhora a estabilidade e pardmetros farmacéuticos, além de otimizar propriedades
farmacologicas. O método de Higuchi e Connors (1965) consiste em uma metodologia
amplamente citada na literatura para a realizacdo do diagrama de solubilidade de fases e anélise
do complexo de inclusdo formado a partir do aumento da solubilidade da Rip-A em funcao de
concentragOes crescentes de B-CD (VEIGA et al., 2006; ROY et al., 2016).

A varredura espectrofotométrica UV-Vis da Rip-A em 225 nm indicou que ndo houve
leitura espectral de absorcdo da p-CD, o que demonstra que a ciclodextrina nao interfere na
analise espectrofotométrica da riparina (Figura 17) (BULANI et al., 2016). Houve aumento
linear da solubilidade aquosa da Rip-A com a elevacdo crescente das concentracdes de B-CD
(Figura 18) sugerindo a formacao de complexo de incluséo com propor¢ao molar 1:1 (Rip-A:B-
CD), relacdo estequiométrica presente na maioria dos complexos obtidos com B-CD nos quais
a moléecula hospede apresenta usualmente peso molecular entre 100 e 400 Da, semelhante a
Rip-A (225,29 Da) (VEIGA et al., 2006; AGUIAR et al., 2014).

A constante Kst indica a presenca de significativa interagdo entre a Rip-A e a -CD com
formacdo de complexo de inclusdo estavel. Baixos valores de Kst assinala fraca interacdo e
grande quantidade da molécula hospede livre. Os valores de Kst séo considerados ideais quando
situados entre 100 e 1000 L mol™, assim como foi constatado no diagrama de solubilidade
obtido no qual o valor da constante foi de 373 L mol* (WANG et al., 2011; SANTOS et al.,
2015).
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O diagrama de solubilidade permite a classificacdo de complexos em dois perfis: A e B,
no qual tipo A consiste em complexos sollveis e tipo B, complexos de solubilidade limitada
(Figura 27).

Figura 28. Perfis de solubilidade de Higuchi e Connors

Concentragdo da substancia dissolvida

Concentragéo de ciclodextrina

Fonte: Adaptado de Cunha-Filho; S&-Barreto, 2007.

Os diagramas do tipo A podem ainda ser subclassificados em Ap, diagrama com desvio
positivo, em que a solubilizacdo € mais eficaz em altas concentracfes de ciclodextrina; Ay,
diagrama linear, em que a solubilidade do farmaco aumenta linearmente com o aumento da
concentracdo de ciclodextrina, tal como observado para a Rip-A; An, diagrama com desvio
negativo, em que a ciclodextrina é proporcionalmente menos efetiva em altas concentracdes
devido a interacbes complexas entre soluto-soluto e soluto-solvente o que ndo permite
generalizacdes na interpretacdo deste tipo de diagrama. Os diagramas do tipo B, por sua vez,
podem ser dos tipos: Bs, diagrama com precipitacdo do complexo insolivel com o aumento da
ciclodextrina ap6s aumento inicial da solubilidade da substancia hospede e B, referente a um
complexo altamente insolivel sem a possibilidade de aumento inicial na solubilidade da
substancia hospede (BREWSTE; LOFTSSON, 2007; CUNHA-FILHO; SA-BARRETO;
GUEDES et al., 2008).

Observou-se em sequéncia, no estudo de dissolugéo, que tanto a Rip-A livre quanto a
MF preparada apresentaram aumento na porcentagem de riparina em solucéo a medida em que
se elevou o tempo de dissolucdo, atingindo porcentagens maximas apds 1 hora de ensaio de

61,7% e 62,5%, respectivamente (Figura 19). Ficou evidente que o complexo Rip-A/B-CD
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apresentou maiores concentragdes de Rip-A em solu¢do superando o maximo de dissolucédo das
demais amostras a partir dos primeiros 5 minutos de experimento atingindo 68,7% de riparina
dissolvida. O aumento na dissolucdo é decorrente da interacdo da Rip-A com a B-CD e
consequente reducdo da tensdo interfacial da riparina com o meio de dissolu¢do empregado
melhorando sua hidrossolubilidade (FERNANDES et al., 2008; FREITAS et al., 2012; TANG
et al., 2015).

As técnicas termoanaliticas sd@o outras analises preliminares que permitem verificar
alteracGes decorrentes de eventos térmicos, degradacdo e alteracdo da estabilidade das amostras
e do complexo formado auxiliando na constatacdo da presenca de complexacao. Na analise por
CED é possivel perceber variacdo nos pontos de fusdo, ebulicdo e sublima¢do ou o
desaparecimento desses registros devido a incorporacdo da molécula héspede na cavidade da
B-CD (EHEN et al., 2005; ABARCA et al., 2016).

A curva de calorimetria da B-CD apresenta um pico endotérmico largo a 95,8°C relativo
a perda de agua da molécula, enquanto que o termograma da Rip-A apresenta um pico
endotérmico caracteristico, intenso e bem definido a 116,2°C decorrente da fuséo da substancia
e da sua natureza cristalina (Figura 20). O pico de fusdo da Rip-A inexiste na curva da -CD e
se encontra presente e parcialmente diminuido no termograma da MF com acentuada reducao
na curva do complexo Rip-A/B-CD indicando a incorporagdo da riparina na molécula da
ciclodextrina em ambos 0s métodos, porém com melhor eficiéncia pelo método do spray-
drying. Pode-se perceber que a curva da MF corresponde a associacédo das curvas da p-CD com
a curva da Rip-A diferentemente do termograma Rip-A/B-CD sugerindo que na MF houve
menor interiorizagdo da Rip-A na cavidade da $-CD (REN et al., 2016; LIAO et al., 2016).

A técnica da DRX, por sua vez, possibilita a andlise estrutural em fungdo do
espalhamento de raios X disparados sobre aamostra (GAO et al., 2015). Ocorre no difratograma
obtido (Figura 21) a auséncia de sinal dos picos caracteristicos da Rip-A no complexo Rip-A/p-
CD indicando sucesso na complexacdo da riparina com modificagdo da natureza cristalina da
amostra para um padrédo amorfo diferentemente do difratograma da MF pois, verifica-se a
manutenc¢do dos picos da Rip-A, porém com intensidade reduzida indicando uma complexacao
menos eficaz conforme sugerido na analise por CED (FREITAS et al., 2012; WANG et al.,
2015).

Ha na literatura vasta aplicacdo da espectroscopia de RMN e de IV para analise
confirmatdria da obtencdo de complexos de incluséo constatando a regido da molécula hospede
que se encontra alojada no interior da B-CD, pois ambas sdo ferramentas de elucidacéo

estrutural. A técnica do IV permite a geracdo de bandas caracteristicas mediante a absorcédo de
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radiacdo infravermelha do espectro eletromagnético e consequente vibragdo molecular,
envolvendo comprimentos de onda superiores aqueles relacionados com a luz visivel (400 a
800 nm). Os espectros de 1V da MF e do complexo Rip-A/B-CD confirmam a presenca da
complexacdo, sobretudo, em virtude da auséncia das absor¢des referentes as ligagdes N—H,
C—H alifatica e estiramento C=C de anel aromatico da Rip-A em 3344 cm™, 2850 cm™ e 1544
cm* respectivamente, indicando o envolvimento da regido central da molécula na formagao do
complexo de inclusdo com provavel insercdo dos anéis aromaticos na cavidade da B-CD (Figura
22) (LOPES; FASCIO, 2004; LIMA et al., 2008).

Ja a técnica da RMN 'H permite analisar o nimero de 4tomos de hidrogénio presentes
em uma molécula exposta a um campo magnético. Yang e colaboradores (2014) apontam que
deslocamentos quimicos de 0,01 a 0,03 ppm apesar de minimos séo significativos para a analise
da formacéo de complexos de inclusdo. Pode-se perceber que a complexacdo com a Rip-A
gerou alteragdes nos valores de 6 de H2, Hz e Hs com destaque para o deslocamento de Hs (0,01
ppm) o que demonstra interacdo da Rip-A com a cavidade da B-CD na sua porgdo mais larga
que pode ser derivada de pontes de hidrogénio envolvendo o grupamento amida da Rip-A e 0s
atomos de oxigénio da B-CD (Figuras 23 e 24).

Por fim, a microscopia eletronica de varredura demonstrou as varia¢des morfologicas
da Rip-A apos a complexacéo. Esta varia¢do indica a presenca de interacdo entre as moléculas
hospede e hospedeira. Na MF, verifica-se padrao morfologico similar ao observado na 3-CD
indicando que o contato fisico da amostra nas condicfes realizadas foi menos eficaz na
formacéo de complexo de inclusdo. As imagens da preparagdo obtida no spray-dring, por sua
vez, demostram uma alteracdo do padrdo morfolégico com a formacdo de material amorfo
caracteristico de complexo de inclusdo corroborando os resultados verificados no DRX (TANG
etal., 2015).

6.5. Atividade citotéxica in vitro

O bioensaio de pesquisa da atividade artemicida consiste em teste rapido de facil
execucdo baseado no aspecto quantitativo do nimero de espécimes mortos apds a exposicao a
substancia teste. A A. salina consiste em microcrustaceo de facil obtengéo entre aquaristas, uma
vez que, serve como alimento para algumas espécies de peixes ornamentais. Os resultados
demonstram a atividade da riparina complexada frente & substancia livre com auséncia de
atividade da B-CD e elevada citotoxicidade do K2Cr.O7 (Figura 26). No ensaio realizado pode-

se perceber menores valores de Clso para a riparina A complexada por aspersdo quando
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comparada com a riparina livre. Este resultado é decorrente da melhor hidrossolubilidade do
complexo de inclusdo em relacdo a Rip-A livre o que, por sua vez, ratifica a melhoria dessa
propriedade em virtude da complexacdo (SHAKIR et al., 2012; ROCHA-FILHO et al., 2015).
Além do exposto, este resultado consiste em um dado promissor, pois sugere que outras
atividades farmacoldgicas atribuidas a riparina A, como por exemplo, seus efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios e leishmanicidas podem sofrer incrementos em virtude da
complexacdo da molécula, sobretudo a atividade antitumoral, se considerado que o bioensaio
artemicida € um modelo experimental prévio de avaliagdo in vitro de potenciais substancias
ativas contra diversos tipos de tumores solidos humanos, fato viabilizado desde que a
substancia-teste apresente Clso inferior a 1000 pg mL™ perante as artemias, como foi o caso da
Rip-A em ambas as apresentacdes avaliadas (COELHO et al., 2011; LEITE et al., 2015).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese apresentou evidéncias da baixa toxicidade aguda da riparina A,
substancia sintética derivada das riparinas naturais que pode ter aplicacdes terapéuticas e ser
uma alternativa a exploracéo predatoria a planta medicinas A. riparia. A substancia demonstrou
ter alto valor de DLso, superior a 2000 mg kg™ com discretas alteragdes em pardmetros
bioquimicos. Ressalta-se, porém, os danos histopatoldgicos renais e hepaticos decorrentes do
tratamento agudo com a substancia o que inspira cuidados na sua administracéo e sobretudo, a
realizacdo de novas pesquisas quanto ao cardter toxicoldgico subcrbnico e crénico da
substancia.

Foi possivel observar a partir dos modelos comportamentais realizados que de maneira
semelhante as demais riparinas naturais (riparinas I, 11 e Il1), a riparina A apresenta atividade
ansiolitica, que neste caso foi mais evidente na dose de 200 mg kg™ o que sugere que esta
propriedade encontra-se relacionada com a estrutura quimica fundamental comum a todas as
riparinas e que corresponde justamente a estrutura molecular da riparina A. A docagem
molecular validou a possibilidade de interacdo da substancia com o receptor gabaérgico,
entretanto em sitio de ligacdo distinto daquele ocupado pelos farmacos benzodiazepinicos
mediante a interagdo com o residuo de aminodcido Tyr87, predominantemente. Este dado
justificou o fato da riparina A ndo apresentar reversdo dos seus efeitos ansioliticos quando
administrada juntamente com o antagonista flumazenil.

Além disso, foi constatado que € viavel a obtencdo de um complexo de inclusdo da
riparina A com betaciclodextrina. Este produto pode ser empregado em novos ensaios visando
melhores resultados quanto as atividades farmacoldgicas da riparina A, uma vez que, melhorou
sua hidrossolubilidade. Da mesma maneira abre perspectivas para a realizacdo de novas
pesquisas para investigacdo dos efeitos toxicoldgicos da Rip-A e demais riparinas quando
complexadas. Deve-se enaltecer o fato de existirem outras ciclodextrinas substituidas de
destaque, como por exemplo, a hidroxipropilciclodextrina, que também podem ser utilizadas
na obtencdo de novos complexos de inclusdo com as riparinas visando o incremento das suas

atividades farmacoldgicas ou reducéo dos seus efeitos toxicoldgicos.
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ABSTRACT

Aniba riparia (Lauraceac) is an important medicinal plant found in the Amazon region and presents alkaloids of the type
alkamide known as riparins. Riparin A is structurally represented as the fundamental core of all Amazon riparins. This work
aimed to assess the 72 vitro antioxidant, antitumor and antilcishmanial cffects of riparin A. Riparin A presented weak antioxidant
capacity by tecniques of DPPHe (EC50 0f296.2 pg mL) and ABTSe+ (EC50 of 450.1 pg mL™), showed moderate activity
against colon carcinoma (HCT-116: IC50 of 21.7 pg mL") and leishmanicidal activity on promuastigotes of L. amazonensis
(IC,, of 307.0 + 79.6, 193.7 + 44.3 and 81.8 + 11.2 pg mL", respectively, after 24, 48 and 72 h of incubation). Then, in
addition to its structural simplicity, riparin A revealed promising biological activities and remarkable iz vitro leishmanicidal
action, an important result in epidemiological point of view to control leishmaniasis in Brazil, including in the Amazon region.

KEYWORDS: Bioprospecting, Chemoprevention, Cytortoxicity, Antiparasitic drug,

Atividade antioxidante, antitumoral e leishmanicida in vitro da riparina A,
um analogo das alcamidas amazénicas de Aniba riparia (Lauraceae)

RESUMOD

Aniba riparia (Lauraceae) ¢ uma importante planta medicinal encontrada na regido amazonica que apresenta alcaloides do
tipo alcamida e conhecidos como riparinas. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos antioxidantes, antitumorais ¢
leishmanicidas in vitro da riparina A. Riparina A apresentou fraca capacidade antioxidante pelas técnicas do DPPHe (CES0
de 296,2 pg mL") e ABTSe+ (CES0 de 450,1 pg mL"), mostrou moderada atividade contra carcinoma de célon (HCT-116:
CI50 de 21,7 pg mL") e atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis (CL, de 307,0 +
79:6;193,7 £ 44,3 ¢ 81,8 + 11,2 pg mL", respectivamente, ap6s 24, 48 ¢ 72 h de incubagio). Assim, além de sua simplicidade
estrutural, a riparina A revelou atividades biol6gicas promissoras ¢ significativa acio leishmanicida in vitro, resultado importante
diante da relevincia epidemiolégica para controle da leishmaniose no Brasil, inclusive na regido amazdnica.

PALAVRAS-CHAVE: Bioprospecgio, Quimioprevengio, Citotoxicidade, Droga antiparasitaria.
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ABSTRACT

Keywords:

Casearins

Physiological parameters
Anxiolytic action

Acute toxicity

Ethnoph, logical rel Casearia sylvestris is a medicinal plant traditionally used to treat
kebi wounds, infl ion and gastric ulcers and scientific supports for have demonstrated its
antitumor, antihyperlipidemic and antiparasitic properties.
Aim of the study: To assess the effects of a fraction with casearins (FC) on adult mice using classical
experimental models of animal behavior and theoretical calculations to verify the interaction of Casearin X (Cas
X) with neuron receptors.
Materials and methods: Animals divided in 6 groups (n=9/group) were intraperitoneally treated with vehicle
(DMSO 4%), FC (2.5, 5, 10 and 25 mg/kg/day) and diazepam (2 mg/kg) for 7 days. Thirty minutes after the last
dose of treatment, acute toxicity and behavioral experiments were performed.
Results: The highest dose of FC (25 mg/kg/day) caused diarrhea, weight loss and death of one animal. Elevated
plus maze test showed that lower doses [2.5 mg/kg/day (36.4 + 5.1 s) and 5 mg/kg/day (43.9 £ 6.2 s)] increased
the time spent in open arms (TSOA). Open field test revealed reduction in the number of crossings (54.9%,
51.1%, 48% and 67.7% for 2.5, 5, 10 and 25 mg/kg/day, respectively) in all doses of FC studied and decrease of
rearings at 25 mg/kg/day (p < 0.05). Computational calculations showed that the inhibition constant (Ki) for
the Cas X-Dy complex is up to 1000-fold more favourable than the Cas X-GABA, complex. All AG® values
obtained for Cas X-D; complexes were more negative than those seen with Cas X-GABA, complexes.
Conclusi Findings indi a probabl iolytic action of the FC since it reduces the number of crossings
and rearings and prolonged the nme spent in open arms, without sedative and myorelaxant effects, probably
due to the interaction of Cas X with dopaminergic system.

1. Introduction

neurological disorders is driven by the fact that these substances are
from a natural origin and some activity on central nervous system is

Medicinal plants and their derivatives may modify animals’ beha- available (Zhang, 2004; Silva et al., 2011; Souto-Maior et al., 2011;
vior, since some of them are used to induce or treat anxiety, depression Almeida et al., 2012; Moreno et al., 2014).
or selzures Then, herbal medicines, whose pharmacological potential Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae), a plant known as

is eval d in animals and neuroct

R

have b anew “guacatonga”, is popularly used in the treatment of snake poisons,

therapeutic option in clinical hi

ry. The popular usage of such injury, inflammation and gastric ulcers. Phytochemical analyzes de-

preparations and phannaceutlml denvahves in the treatment of monstrate that a significant portion of ethanol extract of “guacatonga”
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Objectives We have reported Riparin A as a promising antiparasitic
molecule against Leishmania amazonensis promastigotes. This work
evaluated the acute oral toxicity of Riparin A and its anxiolytic effects using
in vivo models and computational tools.

Methods Mice were submitted to acute oral toxicity tests (Guideline OECD
423). Later, anxiolytic activity assays with Riparin A (50, 100 and 200
mg/kg: elevated plus maze, light/dark box and marble burying) were
performed. Theoretical calculations analyzed interaction of Riparin A with
gamma-amino butyric acid (GABA) receptors.

Key findings Only Riparin A at 2000 mg/kg alter body weight, food and
water consumption and urine production after 7 and/or 14 days treatment
and increased serum triglycerides. There was increase in the time spent in
the open arms (TSOA) and number of transitions between compartments
(NTC) and decrease in number of hidden balls (NHB) in Riparin A-treated
animals at 200 mg/kg (P < 0.05). The functional amide of Riparin A
interacted with the GABAA receptor mainly at subunits a2 and B1 and
presented strong interaction with the Tyr87 residue, which is part of the
pharmacophore group.

Conclusions Riparin A caused slight toxicity and probably interacts with
Tyr87 residues of the benzodiazepines’ receptors by hydrogen bonds.
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This study performed a physimchami@l characerizton of the inclusion @mmplex generated betwesn
Riparin A and fi-cyclodextrin (Rip Ajf<CD) and compared the opiotooic potential of the inoorporated Rip
Aupon Artemia saling Lirvae. Samples were analyzed by phase salubility disgram, disolution prafile,
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i par i are matural solated for the first time fromAriba dpara
(Mes) Mez fruis. Thenceforth, new potentially active molecules
derived from them revealed a3 promising options for novel drogs.
Riparin A (Rip-A) = N-(Z-phenyletylibenzamide — a synthetic
alkamide, is the fundame ntal stnectural of all riparins (Fig. 1) [1.2]

Recently, we luve shown biol ogical it vitrs properties attnbated
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1065 a5 myelope rsddace, umaor mecrosis factor-x and inter eukin-
1p|3-5

Il:ych:n-'lc-iexu‘imifns] funve been wed 1o develop new dregs with
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improve physical and chemical properties of dnegs. They ane
macrocyelic elignssccharides generated by the enzyme glyoosyl-
ranslerase (OGTase) sction on the stanch, CDs work a5 phams-
ceutical excipients of natural sources constitued by six (2CD)
seven (f-C0) or eight monomers (v-C0) of a-o-glecopyTanose
connected by 2- L4 bonds. However there are semisynthetic CDs
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CERTIFICADO

A Unido Independente de Farmac8uticos e Académicos de Farmécia do Piaui, por meio da comissdo
organizadora do II CONFARPI, seguindo as prerrogativas descritas no item 01/2016, seus aditivos e
retificages que estabelecem este evento de nivel nacional, vem certificar que o trabalho
intitulado:AVALIACAO DA ATIVIDADE ANSIOLITICA DA RIPARINA A: ESTUDO TEORICO E
EXPERIMENTAL, da autoria de :LUIS MARIO REZENDE JUNIOR;EVERTON JOSE FERREIRA DE
ARAUJO; DANIELLE YASMIN MOURA LOPES DE ARAUJO; OSKAR ALMEIDA SILVA;
MARCELO PEREIRA DA SILVA JUNIOR; STANLEY JUAN CHAVEZ GUTIERREZ; FRANCISCO
DAS CHAGAS ALVES LIMA;; recebeu premiagdo como 2° Lugar modalidade Banner, durante a sefo
publica de apresentagdo de trabalhos do CONFARPY, cuja a programagdo ocorreu durante: 16,17,18 e 19
de Novembro de 2016

Teresina-PI 19/11/2016
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=l
Prof? Dr? Mayara Ladeira Coélho }Q:.Q:nzae.:mcmmnmo\:\m‘.s mo&:ma honm@ Gomes mo:na?mm

Presidente — Diviséo Profissional Presidente — Divisio Académica Presidente da UIFARPI

i.com.br/ e informe o cddigo do selo

11| Paraverificar a autenticidade deste certificado acesse: http://autenticidade.uifar
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CERTITIC ADO

A Unigio Independente de Farmacéuticos e Académicos de Farmacia do Piaui, por meio da comissdo
organizadora do II CONFARPI, seguindo as prerrogativas descritas no item 01/2016, seus aditivos e
retificagBes que estabelecem este evento de nivel nacional, vem certificar que o trabalho
intitulado:OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXQ DE INCLUSAO DA RIPARINA A
COM BETACICLODEXTRINA, da autoria de :LUIS MARIO REZENDE JUNIOR;EVERTON JOSE
FERREIRA DE ARAUJO ; DANIELLE YASMIN MOURA LOPES DE ARAUJO; OSKAR ALMEIDA.
SILVA; SEAN TELLES PEREIRA; STANLEY JUAN CHAVEZ GUTIERREZ; FRANCISCO DAS
CHAGAS ALVES LIMA; recebeu premiag8o como 2° Lugar Apresentagio Oral, durante a se¢do piiblica
de apresentagdc de trabaltios do CONFARPI, cuja a programacdc ocorreu durante: 16,17,18 e 19 de
MNovembro de 2016

Teresina-PI 19/11/2016
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Prof@ Dr2 Mayara Ladeira Coélho Adriana menzm:mm de Oliveira me&:no &nmw.\ omes moag\c&
Presidente — Diviséo Profissional Presidente — Divisdo Académica Presidente da UIFARPI

i.com.br/ e informe o codigo do selo




108

4 -. "4
e GOVERNO DO ESTADO DO PIAVI .
. v
GD%VPP&W FUNDAGAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO PIAUI FAPEPI
Projeto
1. Propostal/lnscrigao
Edital: EDITAL FAPEPI N.° 006/2015
Titulo: Avaliagdo pré-clinica da atividade ansiolitica da riparina A com énfase na
obtengdo de um novo produto farmacéutico de agao central.
Protocolo: 3036.UNI207.58854.31072015
Coordenador: éverton José Ferreira de Araujo
E-mail: everton_jfa@hotmail.com
Faixa de Valor: Faixa B(R$ 0,00 a R$ 20.000,00)
Area de Conhecimento 1: Ciéncias da Saude » Farmacia
Area de Conhecimento 2: Ciéncias Biologicas » Farmacologia » Neuropsicofarmacologia
Area de Conhecimento 3:
Instituicao Executora: UFPI-TERESINA - Universidade Federal do Piaui
Unidade Executora: [Piaui/PI] Ufpi-teresina
Inicio Previsto: 04/09/2015
Duragao: 24 Meses
Cotagao do Délar: 0,00
1.1. Arquivos
Nome Tipo
DECLARAGAO DE ANUE... Anexo |l - Termo de Anuéncia
CONTRACHEQUE UFPI.... Comprovante de vinculo
CERTIFICADO MESTRA... Comprovante de Titulagdo
DOCUMENTOS PESSOAL... Documentos Pessoais
PLANO DE TRABALHO ... Modelo Plano de Trabalho
PRODUGAOQ CIENTIFIC... Formulario Il - Produgao Cientifica
DECLARAGAO DE AUSE... Modelo de Declaragao
LATTES pdf Curriculo Lattes
EDITAL FAPEPI 06-2... Formulario | - Edital FAPEPI N° 06/2015
2. Plano de Apresentagao de Propostalinscrigdo:
2.1. Resumo da Propostallnscrigdo de Projeto:
A A. riparia (Ness) Mez, arvore da familia Lauraceae, conhecida como ‘louro’, destaca-se pela sua importancia
econdmica, sendo algumas espécies utilizadas na medicina popular e nas industrias de cosméticos e produtos
quimicos, podendo-se dela obter extrato dos frutos e dos calices dotados de atividade farmacologica comprovada
cientificamente. A Aniba riparia (Ness) Mez (Lauraceae), destaca-se pelas atividades farmacolégicas atribuidas as
riparinas naturais |, Il e Ill. Os derivados sintéticos dessas substancias (riparinas A-E) atualmente representam uma
fonte de pesquisas para obtengdo de novos pedidos de registro de depésito de patente. Diante da diversidade de
atividades relacionadas a espécie e aos seus derivados naturais fica evidente a necessidade de realizar estudos que

FAPEPI - Projeto 1 de 6



