UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr: DA TEORIA
MEDICINAL A INVESTIGACAO TOXICOLOGICA E
UTILIZACAO TERAPEUTICA.

CYNTHIA MARIA PONTES DE LIMA

RECIFE - PE
SETEMBRO, 2007



CYNTHIA MARIA PONTES DE LIMA

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr: DA TEORIA
MEDICINAL A INVESTIGACAO TOXICOLOGICA E
UTILIZACAO TERAPEUTICA.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo
em Ciéncias Farmacéuticas, do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Federal de Pernambuco,
como parte dos requisitos para a obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Area de Concentragio: Avaliagio e Obtencio de Produtos
Bioativos e Naturais.

Orientador (a): Prof®. Dr”. Ivone Antonia de Souza
Co-orientador (a): Prof®. Dr”. Rinalda A. Guerra de Oliveira

RECIFE - PE
SETEMBRO, 2007



Lima, Cynthia Maria Pontes de
Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr: da
teoria medicinal a investigacdo toxicologica e
utilizacao terapéutica / Cynthia Maria Pontes de Lima.
— Recife: O Autor, 2007.
vii, 64 folhas : il., fig., tab.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal
de Pernambuco. CCS. Ciéncias Farmacéuticas, 2007.
Inclui bibliografia.

1. Pithecellobium cochliocarpum 2. Plantas

medicinais — Toxidade aguda. 3. Atividades
farmacolodgicas. |I. Titulo.
615 CDU (2.ed.) UFPE

615.9 CDD (20.ed.) CCS2007-131



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS
MESTRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

REITOR

Amaro Henrique Pessoa Lins

VICE-REITOR

Gilson Edmar Gongalves e Silva

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO

Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

José Thadeu Pinheiro

VICE-DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Marcio Antonio de Andrade Coelho Gueiros

CHEFE DO DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Jane Sheila Higino

VICE-CHEFE DO DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Samuel Daniel de Sousa

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

Pedro José Rolim Neto

VICE-COORDENADORA DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
CIENCIAS FARMACEUTICAS

Beate Seagesser Santos



#¥¢  |NIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE CIENCIAS DA SADDE
DEPARTAMENTO DE CIENCTAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADIUTACAD EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

Recife, 04 de setembro de 2007,

Dissertacio de Mesttado defendida & APROVADA, por decisfo
unénimne, em 04 de setembroo de 2007 ¢ cuja Banca Examinadora foi
constituida pelos seguintes professores:

PRESIDENTE E EXAMINADOR INTERNG: Profa. Dra. Ivone
Antonia de Souza (Dept® de Antibidticos da Universidade Federal de

Pernambucae).

—f .

AR NADITA! ——h =l Ea T

H':II - =
EXAMINADOR INTERNO: Profa. Dra, Simone Sette Lopes
Lafayette (Jept® de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
de Pemambuco)

s ‘.'{L—
Assinmatura; > }:.:’h'd'ﬁﬂ'._ j‘?-f‘('-ll'\"-._.'

EXAMINADOR EXTERNO: Profa. Dra. Falba Bernadete Ramusy
dos Anjos (Dept” de Histologia e Embriclogis da Universidade Federal
de Pernambuco).

I. y tr L s
Asgindrora: {42 '-JJ,'E PR e g




DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, por toda
forca e incentivo; e a0 meu marido Fébio,

pela compreensdo e amor.



AGRADECIMENTOS

Seria impossivel chegar onde cheguei sem a ajuda de Deus, que me fez superar
todos os problemas, me erguendo e incentivando a nunca desistir das minhas metas. Nossa
vida € caracterizada pelas escolhas que fazemos, mas existem momentos em que nao
podemos fazé-la. Nossa familia € um presente divino. Nao podemos escolhé-la. Entretanto,
uns tém sorte de ganhar uma familia maravilhosa, outros, nem tanto. Eu posso dizer
veementemente que Deus me concedeu pessoas muito especiais e tornou-as membro de
minha familia. Colocou-me a frente de pessoas, que hoje sdo meus amigos. Portanto, ndo
poderia aqui deixar de agradecé-Lo por todas estas dddivas.

Agradeco ao meu pai, Carlos e as minhas duas maes, Maria José e Eurides, pela
educacdo que me foi dada, carinho, compreensdo e impulso nas horas de fraquejo.

Aos meus irmdos Carla e Carlos Antonio, que ao modo individual, tiveram uma
importancia significativa na realizacdo desse trabalho.

A Fabio, pessoa idonea que Deus pds em minha vida. Hoje ele se tornou meu
marido e mais que isso, um companheiro € amigo com quem posso contar em todas as
horas.

A minha prima Ericka e seu esposo Claudio César, pela ajuda precisa.
A minha orientadora, Ivone Antonia de Souza, que apesar de ter uma agenda sempre
cheia de compromissos, nunca deixou de se preocupar com o andamento dos trabalhos. Ao

seu incentivo, amizade e orientacdo s6 me resta agradecer.

A minha co-orientadora, Rinalda Aradjo de Oliveira Guerra, pela forma carinhosa
que sempre me tratou.

A Professora Falba, pela forma amiga e gentil que sempre me tratou.

A Professora Simone Sette, pelos ensinamentos em aula e participacdo na banca
examinadora.

Ao professor Sebastido Melo, por aceitar gentilmente a avaliagdo desse trabalho.

Aos meus amigos e companheiros de trabalho: Ruth, Aldo, Elis, Isla, Rebeka,
Sérgio, Antonioni, Renata, Cleide e Ticiana. Obrigada pelos incentivos, ajuda e
principalmente por aturar meu mau humor e minhas brincadeiras. Sem vocé€s eu ndo teria
chegado no final deste trabalho com tamanha rapidez e sucesso. VALEU!

A famosa dupla paraibana, Pavla (Portuguesa) e Jackeline (Tiririca), por todos os
bons momentos de compainherismo, risadas e reclamagdes das minhas cantorias.



Aos amigos que conquistei durante a graduagdo: Janu, Mari Marques, Mari
Andrade, Tati, Cris, Marcela, Rebeca, Cinthya, Sérgio e Cléia. A vocés que sempre
acreditaram em mim, meu muito obrigada!

Ao pessoal da turma fértil de Biomedicina, Dani, Denise, Cris, Arthur, Vadinho e
Fernando, pelo incentivo nas horas depressivas. E a0 novo membro, Jodo Victor, pela ajuda

nas traducdes dos artigos.

Ao trio, que junto a mim forma o grande quarteto: Janaina, Valéria e Fabiola.
Obrigada por fazerem parte da minha vida.

A professora Edna Sales por dedicar gentilmente parte do seu tempo na leitura das
laminas. Por todo apoio me dado.

A Silvana pela ajuda na confeccdo imprescindivel das 1aminas.
A Cynthia Rayol, pelos incentivos e oportunidades dadas em todos os momentos.

A Eliete Cavalcanti e Paloma Lys, por sempre terem prestado ajuda quando
necessitei.

No mais, caso tenha esquecido de mencionar nomes, quero agradecer a todos
aqueles que de forma direta ou indireta souberam contribuir para a realizacdo desse
trabalho.



“NAO SE CONTENTE EM OLHAR UM
CAMINHO ESTABELECIDO. AO
CONTRARIO, VA PARA ONDE NAO
HA CAMINHO ALGUM E DEIXE SEU
RASTRO”.

Muriel Strode



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ..ttt ettt ettt et ekt e e e embe e e e e nnn e e e e aneeee e ennee i
LISTADE TABELAS . ...ttt e e e e iii
LISTADE ABREVIATURAS ...ttt a e enne e e iv
RESUMO . ...ttt ettt e et e e et e e e b et e e s e e e e e nnnnee e vi
ABSTRACT .ttt et e et e e e b e e e e e vii
T AINTRODUGAO ... een e 1
2. REVISAO DA LITERATURA .....ooooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
2.1 Familia Legumin0Sae-MiMOSOIAEAE .........uueeirieeiiiiieiie e e et eee e et e e e e e e eeanes 7
2.1.1 pithecellobium cochliocarpum (GOMEZz) MaCDI ...........ooccuiiiiiiiiiiee e 7
2.2 Toxicidade aguda de plantas MediCiNaiS ..........uueeerriiiiiiiiiiiiii e 9
PG I 0 14 (o= TP PPPRP 10
2.3.7 SArCOMEA T80 ittt e e e e e e e e et e e ee e e e as 11
2.4 INFIAMAGED ...ttt e e e e e e e e 12
3. OBUETIVO ..ottt 14
K IO o] 1= 1170 I 1= - | OSSR 15
3.2 ObjJetiVOS ESPECITICOS ..ot 15

4. ARTIGO I: Determinagao da DLs, de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr.. 16

R (ST U] Lo T OO 17
ADSITACT ...t e s 17
11100 [ o= Lo T PSP 18
Material € MELOUOS .....oeviiieie et e e e e e e e e e e e e s ee e eeeeaee s 19
RS 011 =T o T SO 20
Dol U T F= (o PP UPPPPPRN 21
(07014 (o] 1T =7 Lo J OSSO 22
R (<1 =] g Tl F= T OO 23
5. ARTIGO IlI: Estudo preliminar da atividade antiinflamatéria do extrato bruto etandlico de
Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Machr ... 28
RESUIMO ..ot ettt e e et e e e e e e et e e e ee et eeeeeeaaaeeeeeeaean 29
F Y o1 = To: OO 29
10110 [ o= Lo T PSP 30
1Y/ [=1 oo (o] (ol = WP OPPPPPPPRN 31
RESURAAOS € AISCUSSA0 ...ciuiuiiuiuiiiiiiieeee e ettt e e e e e e e e e e ee e ee e e ea et aaeeeeaaeeeeeeeessesasannas 32
(0701 (o1 1T =7 Lo F OSSO 34
Referéncias bibliOgrafiCas........couuueiiriiiiiieie e 34
6. ARTIGO III: Avaliacao do efeito antitumoral de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez)
Macbr frente a0 Sarcoma 180 ........ccooiiiiiii i ————————————— 38
R (ST U] Lo TR TUN 39
P o1 1 = To: AU 39
1] oo [0 To7=To TP PPPP PP 40
Material @ MEBTOAOS ....oveieeieeeee e ettt e e e e e e et e e e e e eaanns 41

(R L= T=T U] = To [0 1= 43



B FYo =TT o NPT 44

(070] o 1o) [V E=T- Lo JRUTE ST TP 46
Referéncias bibliografiCas.........cuuueiiiiiiiiiiie e 46
T. CONCLUSOES ...ttt ettt ettt et e et et et et et e et et e eeeeeanns 54

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oooeeeee oo e 56



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DA LITERATURA
Figura 1. Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr. Fonte: Fernando Antdnio
Cavalcanti Viana (Jodo Pessoa, PB — 06/10/2005).......cccovueieeieeiiiieeeeeeeeereeeeen. 8

Figura 2. Parte aérea da espécie Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr no seu
habitat natural. A, folhas bipenadas; B, inflorescéncia branca ou amarelada; C, ramo
vertical. Fonte: Fernando Antdénio Cavalcanti Viana (JoAo Pessoa, PB -
06/10/20035) ...ttt ettt e et ee e e e eeetbbee e e e eee bt aeaeeeeeettbbaaaeaeeetabaaaeeeeeararaaaeaeeeaares 9

Figura 3. Fruto do tipo vagem de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr. Fonte:

Fernando Antdnio Cavalcanti Viana (Joao Pessoa, PB — 06/10/2005)................ 9
ARTIGO 1
Figura 1. Curva dose-resposta da toxicidade de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez)
A F: Tl o) R 27
ARTIGO 11

Figura 1. Efeito do extrato etandlico da casca do caule de P. cochliocarpum nas doses de
12,87, 25,75 e 51,50 mg.kg '1, administrados por via intraperitoneal, no modelo
de edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar adultos. Os valores
representam a média + e.p.m. * P < 0,05 comparado os grupos tratados com o
controle que recebeu apenas solucdo salina a 0,9%. Teste “#’ de Student (n =
O/ZTUPO). ettt ettt et e ettt e e ettt e st e e s beesnteeesbeeeaeeennteeenneeesaeenaeeenns 36

Figura 2. Efeito do extrato etandlico da casca do caule de P. cochliocarpum nas doses de
12,87, 25,75 e 51,50 mg.kg '1, administrados por via intraperitoneal, no modelo
de edema de pata induzido por carragenina em ratas Wistar adultas. Os valores
representam a média + e.p.m. * P < 0,05 comparado os grupos tratados com o
controle que recebeu apenas solug@o salina a 0,9%. Teste “r” de Student (n =
0y Fea 11 070 USRS 37



ARTIGO III

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Média dos pesos dos tumores. *P < 0,05 comparado os grupos tratados com o
controle que recebeu apenas solug@o salina a 0,9%. Teste “r” de Student (n =
O/ZIUPO). ettt ettt ettt sttt st b et ettt ettt be e bt e es 49

Aspectos histolégicos do rim e coragdo dos animais implantados com Sarcoma
180 e tratados com Metotrexato (10 mg/kg), coloragao H.E. (M.O.). Em A e B,
visualizacdo de infiltrado inflamatério (setas largas). Em C, presenca de
vascularizagdo congesta no rim (seta branca). Em D, visualizacdo de infiltrado
inflamatério no pericdrdio (seta fina). A, B e C aumento de 400x, D aumento de
TOOX 1ttt ettt ettt h ettt s h e et b bbbt b et b she et naeeneens 50

Aspecto histolégico do Sarcoma 180 nos animais tratados com Metotrexato (10
mg/kg), coloracdo H.E (M.O.). Em A, observa-se a presenca de extensa necrose
(ponta da seta). Em B, presenca de fibrose (seta dupla). C, D e E demonstram
infiltracdo de tecido muscular estriado esquelético (setas).Em F, infiltracdo
adipocitdria (setas largas). A, B e C, aumentos de 100x, D, E e F, aumentos de
AODX .ttt ettt ettt et h et e ht e eh e ettt et a e e b e e nae 51

Aspecto histopatolégico do bago dos animais implantados com Sarcoma 180 e
tratados com Metotrexato (10mg/kg). Coloracdo H.E. (M.O.), aumentos de 100x
(B), 200x (A) e 400x (C, D, E e F). Em A e B, infiltracdo de células neoplésicas
(setas). Em C, D e F visualiza-se células atipicas multinucleadas. A figura E

demonstra a presenca de um vacuiolo (seta
e ) IO SRS RTRPSRR 52
Aspecto histolégico do figado de animais implantados com Sarcoma 180 e

tratados com extrato de P. cochliocarpum (25,75 mg/kg). As figuras A e B
demonstram a presenca de vasos congestos (setas). Em C e D observa-se o
aparecimento esteatose (ponta das setas). Em E visualiza-se o infiltrado
perivascular (seta larga). Em F, observa-se a presenca de uma célula atipica
(seta branca). Coloragdo H.E. (M.O.). A, aumento de 100x; B e C, aumentos de
200x; D, E e F, aumentos de 400X..........ccooooeiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 53

i



LISTA DE TABELAS

ARTIGO I

Tabela 1. Efeitos relacionados as doses administradas na fase preliminar, por via
intraperitoneal, do extrato etandlico de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez)
IMLACDT ...ttt sttt ettt ettt s eas 25

Tabela 2. Efeitos relacionados as doses administradas na fase definitiva, por via
intraperitoneal, do extrato etandlico de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez)
IMLACDT ...ttt ettt e e e e et e e e e e ba b e e e e e eebbbae e e e e eaarareaeaeeaans 26

11



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AINEs — Antiinflamatérios ndo-esterdides
ANOVA - Andlise de variancia

CEEA - Comité de Etica em Experimentagio Animal
CFS - Fator de estimulacdo de colonias

CLso — Concentragdo letal

COX-2 - Cicloxigenase tipo 2

D - Dose mais elevada isenta de mortalidade
D, - Menor dose com 100% de 6bito

DL, - Dose letal minima

DLsy — Dose letal que mata 50% da populacao
DLy — Dose letal maxima

EE - Extrato etandlico

e.p.m. — Erro padrao

g-— Grama

HE - Hematoxilina-eosina

Lp. — Via intraperitoneal

IPA — Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria
kg — Quilograma

LTF - Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
mg — Miligrama

mL — Mililitro

M.O. - Microscépio 6ptico

NO - Acido nitrico

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

p.e.— Por exemplo

PNM — Polimorfonucleares

p/p - Peso por peso

p/v - Peso por volume



SNC —
UFPE —
UFPB —
oc_

g -

uL -

% -

Y —

Sistema Nervoso Central
Universidade Federal de Pernambuco
Universidade Federal da Paraiba
Graus Celsius

Micrograma

Microlitro

Percentagem

Somatorio



RESUMO

LIMA, C. M. P. Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr: da teoria medicinal a investigagao
toxicoldgica e utilizacdo terapéutica. (Dissertagdo) Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas — UFPE —
Recife, 2007.

A utilizagdo de produtos naturais vem crescendo notadamente nestes ultimos anos. A pesquisa
farmacolégica de plantas medicinais tem propiciado ndo sé avangos importantes para a terapéutica
de vérias patologias, como também tem fornecido ferramentas extremamente uteis para o estudo
tedrico de fisiologia e farmacologia. Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr pertencente a
familia Leguminosae-Mimosoideae trata-se de uma arvore de grande porte, apresentando flor
esverdeada e frutos com vérias sementes. Popularmente é conhecida como “babatenon”,
“barbatenon”, “barbatimdo” e “barbatimam”, sendo utilizada como antiulcerogénica,
antiinflamatéria e cicatrizante. A pesquisa proposta avaliou a atividade toxicoldgica,
antiinflamatdria e antineopldsica do extrato etandlico da casca de P. cochliocarpum. Durante a
atividade antineopldsica foram avaliados aspectos histopatolégicos dos seguintes 6rgdos: figado,
baco rins e coracdo, além dos tumores extirpados. O ensaio toxicolégico agudo visou a avaliacdo
dos efeitos comportamentais da administragdo crescente das doses do extrato. Inicialmente foram
observados efeitos estimulantes e apds trinta minutos efeitos depressores do Sistema Nervoso
Central. A dose letal (DLs;) do extrato etandlico de P. cochliocarpum estimada em 257,49 mg/kg
foi considerada muito téxica (grau 4) por via intraperitoneal. Para a atividade antiinflamatoria,
utilizou-se o modelo de edema de pata induzida por carragenina, na qual foram administradas doses
referentes a 5, 10 e 20% da DLs, (12,87; 25,75 e 51,50 mg/kg, respectivamente), em ratos Wistar
(Rattus norvegicus) machos e fémeas. Os resultados demonstraram que nido houve uma reducio
significativa dos volumes dos edemas nos animais machos tratados com a dose de 12,87 mg/kg do
extrato bruto de P. cochliocarpum. A dose mais representativa, em machos, dos grupos tratados
com o extrato foi de 25,75 mg/kg, obtendo uma reducdo significativa dos volumes dos edemas na
quarta e sexta hora (com percentuais de inibi¢do de 35,33 e 51,22%, respectivamente). Em fémeas,
a partir da terceira hora houve inibi¢do do edema com as doses de 12,87 e 51,50 mg/kg. Para
avaliacdo da atividade antineopldsica com a linhagem Sarcoma 180, células antitumorais foram
implantadas em camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas sadias. Os animais divididos em
grupos de seis, foram tratados com solucdo fisioldgica 0,9%, metotrexato (10 mg/kg) e extrato
etandlico de P. cochliocarpum nas doses de 12,87; 25,75 e 51,50 mg/kg. Os animais tratados com o
extrato na dose de 51,50 mg/kg obtiveram indice de inibi¢do significativo de 39% quando
comparado com o grupo controle. Para os animais tratados com metotrexato (10 mg/kg) a inibi¢ao
foi de 89,02%. Os dados histoldgicos revelaram a presenca de vasos congestos nos rins € nos
coracdes de todos os animais manipulados. A presenca de células neopldsicas nos 6rgdos dos
animais tratados com o extrato etandlico de P. cochliocarpum diminuiu a medida que se aumentou a
dose, no entanto, a presenca de infiltrado inflamatério foi intensificada. Conclui-se que o extrato
bruto etandlico de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr apresentou toxicidade elevada.
As atividades antiinflamatdria e antitumoral do extrato ndo foram satisfatdrias. Sugere-se a
realizacdo de outros protocolos experimentais e outros tipos de extracdo que comprovem atividades
farmacoldgicas justificando seu emprego popular.

Unitermos: Pithecellobium cochliocarpum, toxicidade aguda, atividade antiinflamatéria, atividade
antitumoral, Sarcoma 180.
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ABSTRACT

LIMA, C. M. P. Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr: from medicinal theory to the
toxicological investigation and therapeutical use. Dissertation in Pharmaceutical Science — UFPE -
Recife, 2007.

The use of natural products comes growing of form notable in these last years. The farmacological
research of medicinal plants has propitiated not only important advances for the therapeutical one of
some patologies, as well as it has supplied to extremely useful tools the theoretical study of
physiology and pharmacology. Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr pertaining to the
Leguminosae-Mimosoideae family is about a large tree, presenting greenish flower and fruits with
some seeds. Popularly it is known as‘“babatenon”, “barbatenon”, “barbatimao” and “barbatimam”,
being used as antiulcerogenic, anti-inflammatory and healing. The research proposal evaluated the
toxicological, anti-inflammatory and antitumor activity of the ethanolic extract of the bark of P.
cochliocarpum. During the antitumor activity histophatological aspects of the following organs
were evaluated: liver, spleen, kidneys and heart, beyond the tumors. The acute toxicology assay
aimed at to the evaluation of the mannering effect of the increasing administration of the doses of
the extract. Initially stimulants effect had been observed and after thirty minutes effect depressors of
the Central Nervous System. The lethal dose (DLs,) of the ethanolic extract of P. cochliocarpum
esteem in 257,49 mg/kg was considered very toxic (degree 4) by route intraperitoneal. For the anti-
inflammatory activity, carrageenan-induced hind paw edema was used, in which referriing doses the
5, 10 and 20% of DLs, (12,87; 25,75 and 51,50 mg/kg, respectively), were administred in Wistar
rats (Rattus norvegicus) male and female. The results had demonstrated at 12,87 mg/kg of the crude
extract of P. cochliocarpum did not have a significant reduction of the volumes of edemas in the
male animals treated. The dose most representative, in males, of the groups treated with the extract
was of 25,75 mg/kg, getting a significant reduction of the volumes of edemas in the fourth and sixth
hour (with percentages of inhibition of 35,33 and 51,22%, respectively). In females, from the third
hour it had inhibition of edema with doses at 12,87 and 51,50mg/kg. For evaluation of the antitumor
activity with the Sarcoma 180, antitumor cells were implanted in healthy female Swiss (Mus
musculus) mice. The animals divided in groups of six, were treated with physiological solution
0.9%, methotrexato (10 mg/kg) and ethanolic extract of P. cochliocarpum in the doses at 12,87;
25,75 and 51,50 mg/kg. The animals dealt with the extract in the dose at 51,50 mg/kg had gotten
significant index of 39% inhibition when compared with the control group. For the animals treated
with methotrexate (10 mg/kg) the inhibition was of 89,02%. The histological data had disclosed to
the presence of congest vases in the kidneys and the hearts of all the manipulated animals. The
presence of neoplasics cells in the organs of the animals treated with the ethanolic extract of P.
cochliocarpum diminished to the measure that if increased the dose, however, the infiltrated
presence of inflammatory was intensified. One concludes that the ethanolic crude extract of
Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr presented high toxicity. The activities anti-
inflammatory and antitumor of the extract had not been satisfactory. It is suggested accomplishment
of other experimental protocols and other types of extration that farmacological activities prove
justifying its popular use.

Key words: Pithecellobium cochliocarpum, toxicity acute, anti-inflammatory activity, antitumor
activity, Sarcoma 180.
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1. INTRODUCAO

Desde as antigas civilizacdes as plantas sdo utilizadas como fitoterdpicos. Pode-se
dizer que se trata de uma das primeiras manifestagdes do homem para compreender a
natureza. Todas as civilizagcdes, em todos os continentes, desenvolveram pesquisas para

conhecer o mecanismo de suas propriedades terapéuticas (SILVA et al., 2004).

Foi através da observacdo e da experimentacdo pelos povos primitivos que as
propriedades terapéuticas de determinados vegetais foram sendo descobertas e propagadas
de geracdo em geracdo, fazendo parte do conhecimento popular (TUROLLA,
NASCIMENTO, 2006).

Em geral o conhecimento popular é desenvolvido por grupamentos culturais que
ainda convivem intimamente com a natureza, observando-a de perto no seu dia-a-dia e,
explorando suas potencialidades, mantendo vivo e crescente esse patrimdnio pela

experimentagdo sistemdtica e constante (ELISABETSKY, 1997).

Nessa evolugdo, as plantas adquiriram grande importincia na medicina popular
devido as suas propriedades terapéuticas e/ou toxicas e vém sendo utilizadas
principalmente dentro de um contexto cultural na medicina popular, na fitoterapia seguindo
prescricdo médica, como opg¢ao alternativa nos paises mais ricos e desenvolvidos e como
fonte de estruturas quimicas novas pela industria farmacéutica (REIS, MARIOT,

STEENBOCK, 2000).

Dados histdricos demonstram que foi a partir do uso de plantas medicinais que a
producdo de medicamentos e o tratamento farmacoldgico das doengas deram seus primeiros
passos (CALIXTO, 2003). O isolamento da morfina da Papaver somniferum em 1803 pelo
farmacéutico Friedrich Wilhelm Adam Sertiirner, marcou o inicio do processo de extragao
de principios ativos de plantas. A partir de entdo, outras substancias foram isoladas, como
por exemplo, a quinina e a quinidina obtidas da Cinchona spp, em 1819, e a atropina da
Atropa belladona, em 1831, que passaram a ser utilizadas em substitui¢do aos extratos

vegetais (SCHULZ, HANSEL, TYLER, 2001; TYLER 1996).

A importancia histérica das substancias ativas obtidas de plantas como protétipo

para o desenvolvimento de medicamentos, ndo foi representada apenas pelo surgimento de
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grupos novos de compostos, mas proporcionou a identificacdo de uma nova possibilidade
de tratamento terapéutico. As opc¢des de intervencdes terapéuticas seriam muito escassas, se
ndo fosse a descoberta dessas substincias ativas provenientes das plantas medicinais

(SIMOES et al., 1999).

J4 existe no mercado atual muitos medicamentos derivados de plantas, que foram
descobertos através de estudos direcionados para o isolamento de constituintes ativos dos
vegetais utilizados pela populacdo. O agente anti-hipertensivo “reserpina”, o anticancer
“Taxol®”, os agentes antileucémicos ‘“‘vimblastina” e “vincristina”, e o “psolarem”,
empregado no tratamento do vitiligo, sdo alguns exemplos desses produtos (DAVID,

NASCIMENTO, DAVID, 2004; MULLER, MACEDO, 2005).

Entretanto, poucas espécies vegetais ainda ndo sdo conhecidas do ponto de vista
quimico e farmacoldgico e uma andlise fitoquimica poderd proporcionar o conhecimento de
novas drogas, talvez até mais potentes do que as usadas atualmente (DE PAIVA,

FIGUEIREDO, KAPLAN, 2005).

Desde a tltima década tem sido dada uma atencdo crescente quanto ao uso da
medicina ndo-convencional, utilizada em muitos paises desenvolvidos (ELIAS, ALVES,
2002). O estimulo ao uso dos fitoterdpicos tem como objetivo: prevenir, curar ou minimizar
os sintomas das doengas, com um custo mais acessivel a populagdo e aos servigos publicos
de satde, comparativamente aqueles obtidos por sintese quimica, que sdo, em geral, mais

caros, devido as patentes tecnoldgicas envolvidas (TOLEDO et al., 2003).

O uso de plantas no tratamento de doengas, no Brasil, apresenta influéncia da
cultura indigena, africana e européia. Essas influéncias formam a base da medicina popular
brasileira (CRESTANI et al., 2005). E bem verdade que o numero de plantas estudadas
cresce a cada ano. Esse fato encontra-se associado ao crescimento do interesse da industria
farmacéutica pelo uso da biodiversidade como fonte de novos medicamentos (CORDELL,
1995). No entanto, nos dltimos vinte anos no Brasil, pais com a maior diversidade vegetal
do mundo, o nimero de informagdes sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8%
anualmente. Isso mostra que em um paifs biologicamente tdo rico, mas com ecossistemas
tdo ameacgados, pesquisas com plantas medicinais, e, mesmo toxicas, deveriam ser mais

incentivadas (MARIZ et al., 2006).
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Nao ha duvidas de que a medicina complementar na qual se inclui o tratamento com
plantas medicinais se tornou um grande negocio (ERNEST, 2001). Atualmente, as maiores
industrias farmacé€uticas mundiais possuem programas de pesquisa na drea de produtos

naturais (CALIXTO, 2003).

Sabe-se que muitas plantas medicinais apresentam substdncias que podem
desencadear reacOes adversas, seja por seus proprios componentes, seja pela presenca de
contaminantes ou adulterantes presentes nas preparacOes fitoterdpicas, exigindo um
rigoroso controle de qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extracdo de seus

constituintes, até a elaboracdo do medicamento final (TUROLLA, NASCIMENTO, 2006).

Os dados existentes na literatura sobre a atividade biolégica de plantas preconizadas
pela populacdo, denominadas de plantas medicinais, sdo insuficientes para garantir sua

qualidade, eficicia e seguranca (CALIXTO, 2000).

Toxicidade de uma substiancia € a capacidade intrinseca da mesma de afetar
negativamente ou causar dano a um organismo. Esta avalia¢do € realizada com o objetivo
de determinar o potencial das drogas e produtos relacionados. Testes que avaliam a
toxicidade sistémica aguda sdo utilizados para classificar e apropriadamente rotular
substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade como estabelecido

pela legislacao (LOPES; VALADARES, 2006).

Os efeitos adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteracdes e toxidez, bem
como as acdes sinérgicas (interagdo com outras drogas) ocorrem comumente (VEIGA-

JUNIOR et al, 2005).

A associagdo de plantas medicinais na preparacdo de remédios caseiros, bem como
a utilizacdo das mesmas com medicamentos, ¢ uma pratica comum nas comunidades
(OLIVEIRA, 2006). Essas interacdes podem beneficiar a terapéutica, potencializando o
efeito dos medicamentos (sinergismo) e reduzindo seus efeitos colaterais ou pode
antagonizar os efeitos terapéuticos, causando a redugdo da eficdcia do tratamento ou a

exacerbagdo da toxicidade dos farmacos (SUCAR, 2003; VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

A grande incidéncia de efeitos colaterais dos medicamentos de sintese desencadeou
uma fuga do usudrio para produtos alternativos como os fitoterdpicos, com a falsa idéia da

menor incidéncia de efeitos indesejados. A utilizagdo desses produtos pela populagdo
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somente passa a ter um valor agregado e podem ser considerados como medicinais apds a
realizacdo das pesquisas que validam os seus usos populares.Essa validacdo serd
comprovada pela demonstracdo cientifica e pela determinacdo da sua seguranca -

toxicidade toleravel (LAPA et al., 2000).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do mundo, a
Organizacdo Mundial da Satide (OMS) reconhece que grande parte da populacdo dos paises
em desenvolvimento depende da medicina tradicional para a sua atencdo primadria, tendo
em vista que 80% desta populacdo utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos
de saude e 85% destes utilizam plantas ou preparacdes destas (BRASIL, 2006). Das 252
drogas consideradas bésicas e essenciais pela OMS, 11% sdo origindrias de plantas € um

numero significativo sdo drogas sintéticas de precursores naturais (RATES, 2001).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes, tais como flavonodides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos,
lignanas, etc, tem sido objeto de incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as acoes
farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com animais (CECHINEL-FILHO; YUNES,
1998). A elucidacdo destes componentes ativos presentes nas plantas bem como seus
mecanismos de acdo vém sendo um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica,

bioquimica e farmacologia (MACIEL et al, 2002).

As potencialidades de usos das plantas medicinais encontram-se longe de estar
esgotadas. Novos conhecimentos e novas necessidades certamente encontrardo, no reino
vegetal, solucdes por meio da descoberta e do desenvolvimento de novas moléculas com
atividade terapéutica ou com aplicacdes tanto na tecnologia farmacéutica quanto no

desenvolvimento de fitoterdpicos com maior eficiéncia de acdo (SCHENKEL, et al., 2003).



2, REVESAD DA [rrenem
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Familia Leguminosae-Mimosoideae

Essa familia é composta por cerca de 600 gé€neros que retinem mais de 13.000
espécies, distribuidas mundialmente, exceto nas zonas glaciais e estd muito bem
representada na flora brasileira. Divide-se em trés subfamilias: Mimosoideae,
Caesalpinoideae e Papilionoideae (ou Faboideae). A subfamilia Mimosoideae, que retne
cerca de 40 géneros e 2000 espécies, ¢ a menor subfamilia dentre as Leguminosae.
(SARMENTO, 1999 apud OLIVEIRA, 2006).

Dentre as espécies pertencentes a familia Leguminosae-Mimosoideae, detaca-se o
Stryphnodendron adstringens, que € tradicionalmente usado pela populagdo para o
tratamento de leucorréia e diarréia, bem como agente antiinflamatério e cicatrizante (DE
MELLO et al. 1996; SANTOS et al. 1987).

No género Pithecellobium, sao encontradas espécies arbéreas, de copa larga, com
folhas bipenadas e flores em capitulos globosos, onde o fruto é uma vagem com sementes
em vdrias fileiras (SARMENTO, 1999 apud OLIVEIRA, 2006).

De acordo com Bautista-Bafios, et al. (2003), esse género apresenta um potencial
antimicrobiano comprovado em ensaios de P. dulce contra fungos prejudiciais a
agricultura, Botrytris cinera, Penicilium digitatum e Rhizopus stolonifer. Ja a espécie P.
racemosum foi ativa contra Treponema mentagrophytes, Candida albicans e Streptomyces

cerevisiae.

2.1.1 Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr (figura 1), € uma arvore de grande
porte conhecida popularmente como “babatenon”, ‘“barbatenon”, “barbatimio” e
“barbatimam”. Possui folhas bipenadas (figura 2A) e flores brancas amareladas ou
esverdeadas (figura 2B). O fruto é uma vagem (figura 3), onde a semente, bicolor, estd
disposta em vdrias fileiras. O screening fitoquimico dos extratos hidroalcodlicos das cascas
e das folhas apresentou testes positivos para saponinas, flavonodides e taninos. A presenca

de alcaléides foi muito discreta (SARMENTO, 1999).
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Oliveira; Silva (1994) relatam que as cascas de seu caule sdo utilizadas como
medicinal, externamente, para o tratamento de feridas. Para uso interno utilizam-se as
cascas preparadas na forma de infuso, decocto, tintura, vinhos e garrafadas como
antiinflamatério.

Estudos feitos por Pereira et al. (2005) revelaram a utiliza¢do pela populagdo da
combinacdo de P. cochliocarpum com Anarcardium occidentale L. e Schinus
terebinthifolius Raddi no tratamento de doencas dermatoldgicas.

De acordo com Oliveira (2006) o extrato etandlico da casca do caule de P.
cochliocarpum causou inibi¢ao do crescimento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Candida albicans na concentracdo de 5.000 pg/mL, porém nado apresentou
atividade sobre bactérias Gram negativas, como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli.

Trabalhos feitos por Sarmento (1999, apud OLIVEIRA, 2006) com a parti¢do
cloroférmica do extrato hidroalcodlico e butandlica da casca de P. cochliocarpum resultou
numa potente atividade sobre S. aureus.

Segundo Oliveira (2006), P. cochliocarpum apresentou uma CLsp, no bioensaio
com Artemia salina L, de 543,5 pg/mL sugerindo, assim, uma toxicidade relativamente

baixa.

Figura 1. Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr. Fonte: Fernando Antdnio
Cavalcanti Viana (Jodo Pessoa, PB — 06/10/2005).
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Figura 2. Parte aérea da espécie Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr no seu
habitat natural. A, folhas bipenadas; B, inflorescéncia branca ou amarelada; C, ramo
vertical. Fonte: Fernando Antdnio Cavalcanti Viana (Joao Pessoa, PB — 06/10/2005).

Figura 3. Fruto do tipo vagem de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr. Fonte:
Fernando Antonio Cavalcanti Viana (Jodo Pessoa, PB — 06/10/2005).

2.2 Toxicidade aguda de Plantas medicinais

Toda planta medicinal € um xenobidtico e, como todo corpo estranho, os produtos
de sua biotransformacdo sdo potencialmente téxicos (LAPA et al., 2000). Uma vasta gama
de compostos organicos naturais de origem vegetal, produtos do metabolismo primdrio e

secunddrio, € biologicamente ativa, e pode execer um efeito benéfico ou maléfico sobre um
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determinado ser vivo, seja ele animal, vegetal ou microrganismo. Portanto, a idéia de que
os produtos vegetais sdo seguros e livre de efeitos colateral € falsa (DIMECH, 2003).

Para Turollo, Nascimento (2006), as plantas medicinais apresentam substancias que
podem desencadear reacdes adversas, seja de seus proprios componentes, seja pela
presenca de contaminantes, ou até mesmo, resultado das preparacdes caseiras duvidosas e
também os adulterantes contidos em fitoterdpicos ja comercializados. No entanto, os efeitos
adversos dos agentes fitoterdpicos sdo menos freqiientes quando comparados com as drogas
sintéticas (CALIXTO, 2000).

As pesquisas realizadas para avaliagdo do uso seguro de plantas medicinais e
fitoterapicos ainda sdo incipientes, assim como o controle da comercializacdo, pelos 6rgaos
oficiais, nas feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA-
JUNIOR et al, 2005).

A toxicidade aguda € um estudo conduzido antes que os ensaios farmacoldgicos
sejam iniciados, e representa uma avaliacdo estimativa e preliminar das propriedades
toxicas de um fitoterdpico, fornecendo informacdes acerca dos riscos sobre a saudde,
resultantes de uma exposi¢do de curta duracdo pela via selecionada (DI STASI, 1996).

Com o objetivo de determinar a sintomatologia em curto prazo apds a administracao
de um composto, bem como o bindomio dose-efeito letal, estimou-se um parametro
denominado dose letal 50%, mais conhecida como DLsy (BARROS, DAVINO, 2003). De
acordo com Trevan (1927, apud SILVA, 2006), os valores em torno da DLsy sdo menos

varidveis do que aqueles em torno da DL; ou DLgg.

2.3 Cancer

O termo tumor € um termo muito vago, significando apenas uma elevagdo do tecido.
O termo neoplasia é usado mais corretamente para designar a proliferacio tecidual, sempre
acompanhado das palavras benigna ou maligna, expressando assim, o comportamento
bioldgico de tais lesdes. J4 o termo cancer serve para designar claramente as neoplasias
malignas (BARACAT, JUNIOR, SILVA, 2000).

As neoplasias, tanto benignas quanto malignas, sdo doencas genéticas cujas
mutacdes que lhes dao origem podem ser hereditariamente transmitidas pela linhagem

germinativa ou adquiridas pelos tecidos somdticos ISSELBACHER, 1995).

10
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De acordo com Alberts et al. (1997), a medida que as células permanecem
agrupadas numa massa tnica, o tumor € dito benigno. A maior distin¢do entre tumores
malignos e benignos estd na forma invasiva e a habilidade do tumor maligno em invadir
outras regides do corpo num processo denominado de metdstase (ASSEF, et al., 2002).

A designacdo dos tumores baseia-se na sua histogénese. Nos tumores benignos, a
nomenclatura se faz acrescentando o sufixo —oma a palavra que designa o tecido que o
originou. Quanto aos tumores malignos, € necessdrio considerar a origem embriondria dos
tecidos de que deriva o tumor (CONTROLE DO CANCER, 1990). Segundo Alberts et al.
(1997), canceres que se originam de células epiteliais sdo chamados carcinomas; aqueles

que se originam de tecidos conjuntivos ou musculares sdo denominados sarcomas.

2.3.1 Sarcoma 180

O Sarcoma 180, a principio conhecido como tumor de Crocker, ¢ um tumor
indiferenciado, descoberto em 1914 no Godcer Laboratory (Columbia University, NY). Foi
encontrado inicialmente como uma massa sélida localizada na regido axilar de um
camundongo albino (SIGIURA, 1965).

De acordo com Bucchi (2002), suas células sdo de facil obtencdo ja que sdao usadas
em estudos de vérios centros de pesquisa e, apds a inoculagdo no camundongo, desenvolve-
se o tumor em 90% a 100% dos casos.

Zuckerberg (1973) estudando a morfologia do Sarcoma 180 encontrou
caracteristicas que possibilitaram sugerir uma origem epitelial para este tumor sélido de
camundongo. Entretanto, apds vdrios transplantes subcutaneos, observou-se que suas
caracteristicas morfoldogicas e seu comportamento eram peculiares de um tumor
sarcomatoso, passando a ser chamado Sarcoma 180 (SUGIURA et al., 1994).

Estudos de microscopia eletronica mostraram contatos intercelulares caracteristicos
de células de origem epitelial, indicando ser esta neoplasia um carcinoma. No entanto,
outros estudos demonstraram que suas células ndo produzem laminina, o que ndo permite

sua caracterizacdo como de origem epitelial (BUCCHI, 2002).

11
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Rodrigues (2001) relatou que esse tumor apresenta muita aderéncia a camada
muscular superficial onde estd localizado (preferencialmente na regido axilar direita)
dificultando, as vezes, sua remocao.

O tumor indutor pode ser transplantado por inoculacido subcutinea, intramuscular
ou intraperitoneal e cresce rapidamente em 90% a 100% dos animais inoculados, havendo
regressao natural em 8% a 10% desses. Em geral ocorre ulceragio da pele ao redor do 28°
dia apds a inoculagdo subcutdnea e os animais morrem em geral entre o 28° € o 30° dia
(KAWAKUBO et al., 1980; ZUCKERBERG, 1972).

De acordo com Assef et al. (2002) a regressdo do tumor pode ser aumentada

fazendo tratamento com substancias quimicas ou bioldgicas.

2.4 Inflamacao

A capacidade de gerar uma inflamacgdo € fundamental para sobrevivéncia e consiste
na primeira linha de defesa do organismo. Seu objetivo € basicamente, localizar a regidao
afetada, eliminar o agente agressor e remover os tecidos degenerados, preparando a regido
acometida para a reparacdo. Entretanto, em algumas situa¢des e doencas, a resposta
inflamatdria torna-se exagerada, persistindo sem qualquer beneficio aparente (SILVA,
CARVALHO, 2004; SIQUEIRA, DANTAS, 2000).

Trata-se de um processo complexo, onde estd freqiientemente associado com dor e
varios eventos, como: o aumento da permeabilidade vascular, aumento da migra¢do de
granuldcitos e mondcitos, bem como proliferacdo de tecido granulomatoso (ANDRADE, et
al., 2007).

A inflamacdo costuma ter trés fases: a inflamagdo aguda, a resposta imune e a
inflamacdo cronica. A inflamagdo aguda refere-se a resposta inicial a lesdo tecidual; €
mediada pela liberacdo de substancias como histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas e leucotrienos, e, em geral, precede o desenvolvimento da resposta imune.
A resposta imune aparece, quando as células imunologicamente competentes sdo ativadas
em resposta a organismos estranhos ou substancias antigénicas, liberadas durante a resposta
inflamatéria aguda ou cronica. A inflamacdo cronica envolve a liberacdo de diversos
mediadores que ndo sdo proeminentes na resposta imune, como por exemplo, o interferon e

interleucinas (SILVA et al., 2002).

12



LIMA, C.M.P. Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr: da teoria medicinal a investigacao toxicoldgica...

Segundo Silbernagl, Lang (2006), uma inflama¢do aguda se expressa como uma
reacdo local associada com os sintomas, conhecidos desde a antiguidade, de dor (dolor),
edema (tumor), avermelhamento (rubor) e aquecimento (calor).

E importante salientar que sempre que qualquer tecido estiver lesado, o organismo
reage para desencadear o estimulo doloroso como um mecanismo de prote¢cdo (MILLAN,
2002).

Uma vez que a dor associada a diferentes condi¢des patoldgicas representa o
sintoma que mais causa sofrimento aos pacientes, diferentes abordagens terapéuticas t€ém
sido usadas com o objetivo de atenud-la. Entre as diferentes classes farmacolégicas ou
grupos terapéuticos que t€m sido usados com o objetivo de aliviar a dor, podem ser
mencionados os antiinflamatérios nao-esterdides (AINEs), os analgésicos opidides, os
antagonistas ap-adrenérgicos, os antiepilépticos, os antidepressivos e, mais recentemente as
vitaminas do complexo B (BERTOLLO, 2006).

Os compostos antiinflamatérios podem agir de vdrias maneiras no processo
fisiopatoldgico. Por exemplo, um composto poderia bloquear a biossintese de mediadores
pré-inflamatérios diretamente na interacdo com sua enzima especifica (p.e. inibi¢do da
COX-2) ou por diminui¢do da expressao enzimatica (p.e. antiinflamatérios nao-esterdides),
ou até mesmo reduzindo os niveis de substrato (p.e. diminuicdo da liberacdo de &cido

araquidonico) (SAFAIHY, SAILER, 1997).

13
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

§ Avaliar a toxicidade aguda, atividade farmacoldgica (antiinflamatdria e antitumoral

com estudo histopatoldgico de tumores e 6rgaos) do extrato bruto etandlico da casca
do caule de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr.

3.2 Objetivos especificos

§ Avaliagdo da toxicidade aguda do extrato bruto etandlico de Pithecellobium

S

cochliocarpum (Gomez) Macbr;
Avaliacdo da atividade antiinflamatéria do extrato bruto etandlico de
Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr, através de edema de pata por

carragenina;

Anélise da atividade antitumoral do extrato bruto etandlico de Pithecellobium
cochliocarpum (Gomez) Macbr frente ao Sarcoma 180.

Estudo histopatologico dos tumores Sarcoma 180 e 6rgdos (figado, bago, rins e
coragdo).
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RESUMO

Pesquisas com plantas medicinais e fitoterdpicos vém obtendo grande relevancia entre os
pesquisadores, que buscam novos produtos farmacéuticos com baixa toxicidade e grande
eficacia. O uso de ervas e partes de vegetais pela populacio € corriqueiro, o que desperta a
atenc¢do e o cuidado dos profissionais da saude. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
toxicidade aguda do extrato etandlico de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr
através da sua dose letal (DLsp). Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus
musculus) fémeas, pesando entre 25 a 35 g, nos quais foram administradas doses que
variaram de 100 a 600 mg/kg. Os sinais comportamentais dos animais foram avaliados
durante uma hora apds a administra¢do do extrato etandlico de P. cochliocarpum, ficando
em observacdo até 48 horas. O nimero de 6bitos foi quantificado para posterior célculo da
DLsg. O extrato demonstrou ser muito toxico, com visualizacdo de sinais intensos de
estimulagdo inicial e posterior depressao do sistema nervoso dos animais.

Unitermos: Pithecellobium cochliocarpum, DLs toxicidade, aguda.

ABSTRACT

Research of medicinal herbs and fitotherapics are obtaining great relevance among
researchers, who are constantly searching for new pharmaceutical products of low toxicity
and great effectiveness. The use of herbs and vegetable parts by the population is current,
what it awakes the attention and the care of the professionals of the health. The aim of the
present work was to evaluate the acute toxicity of ethanolic extract of Pithecellobium
cochliocarpum (Gomez) Macbr through its lethal dose. For this research, female Swiss
mice (Mus musculus) where used, weighting between 25g and 35g. They were injected with
varying doses from 100 to 600 mg/kg. The behavior of these animals was monitored for
one hour right after administration of ethanolic extract of P. cochliocarpum, thus remaining
in observation for 48 hours. The number of deaths was registered for calculation of LDsp.
The extract proved to be very toxic, for it was clearly observed that the animals were
showing intense initial stimulation signs and later depression of the nervous system.

Keywords: Pithecellobium cochliocarpum, LDs toxicity acute.
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INTRODUCAO

Desde tempos antigos, as plantas sdo usadas na medicina popular para o tratamento
de diversas doencas. Entretanto, apenas recentemente, a farmacologia e a toxicologia dessas
plantas tém recebido a atengdo dos cientistas para a verificacdo de suas propriedades
farmacoldgicas e/ou terapéuticas, para o isolamento de seus constituintes ativos, e para a
investigacdo de possiveis toxicidades (REBECCA, 2002).

Para Rates (2001), esse aumento do interesse pelas plantas tem sido significante
para a origem de novos farmacos. Toledo (2003) acredita que o estimulo ao uso dos
fitoterapicos tem como objetivos a prevengdo, a cura ou a minimiza¢do dos sintomas das
doencas, com um custo mais acessivel a populacdo e aos servigos publicos de saude,
comparativamente aqueles obtidos por sintese quimica, que sdo, em geral, mais caros,
devido as patentes tecnoldgicas envolvidas.

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr € uma arvore de grande porte
pertencente a familia Leguminosae-Mimosoideae, amplamente utilizada pela populagcdo
devido a sua atividade cicatrizante, antiinflamatéria e antiulcerogénica. E conhecida no
meio popular como babatenon, babatimdo ou barbatimdo. Suas flores sdo brancas
amareladas ou esverdeadas e a semente € bicolor. O screening fitoquimico dos extratos
hidroalcodlicos das cascas e das folhas apresentou testes positivos para saponinas,
flavondides e taninos (SARMENTO, 1999).

P. cochliocarpum € também conhecida como Mimosa cochliocarpos Gomes e
Abarema cochliacarpos (Gomes). Podem ser encontradas nos estados de Alagoas, Bahia,
Paraiba, Pernambuco e Rio de Janeiro (GRIN, 2005).

As cascas de seu caule sdo utilizadas como medicinal, externamente, para o
tratamento de feridas na forma de decocto. Para uso interno utilizam-se as cascas
preparadas na forma de infuso, decocto, tintura, vinhos e garrafadas como antiinflamatério
(OLIVEIRA & SILVA, 1994).

Esse trabalho visou a avaliacdo da toxicidade aguda em camundongos através da
determinacdo da DLso intraperitoneal do extrato etandlico das cascas do caule de

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr.
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MATERIAL E METODOS
Vegetal

O extrato de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr foi fornecido pelo
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba. A espécie
arbdrea foi coletada no Jardim da Cidade Universitaria, em Jodo Pessoa-PB, com exsicata
nimero 61.336, determinada pela botinica Dr” Rita de Céssia A. Pereira.

As cascas de P. cochliocarpum foram desidratadas em estufa com ar circulante a 38
°C, por 72 horas e trituradas em moinho tipo Harley. Em seguida foram submetidas 2
maceragdo por percolacdo, até obter uma coloracdo clara. Utilizou-se etanol 95% (p/p)
como liquido extrator. O mesmo foi evaporado em rotavapor, fornecendo residuo escuro e

higroscopico.

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), fémeas, obtidas no Biotério
do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, com
aproximadamente 60 dias de nascidos e peso variando entre 25 e 35g. Os mesmos foram
mantidos em gaiola de polipropileno, em condi¢des controladas de iluminagdo (ciclo 12
horas claro/escuro) e temperatura (22 + 2°C). O protocolo obteve a permissdo do Comité de
Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco

(protocolo nimero 041544/2006-47).

Estudo toxicologico

Para cada grupo, foram utilizados 6 animais devidamente identificados. Antes do
tratamento, os mesmos foram privados da alimentacdo por um periodo de 12 horas
recebendo dgua ad libitum. O ensaio foi efetuado em duas fases sendo uma preliminar e
outra definitiva. Inicialmente, o extrato etandlico (EE) de P. cochliocarpum liofilizado foi
dissolvido em solucdo salina a 0,9% de acordo com as doses estudadas. Na primeira fase, a
preliminar, o extrato de P. cochliocarpum foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) em
doses crescentes procurando-se obter a dose mais elevada isenta de mortalidade (D)) e a
menor dose capaz de levar a 6bito 100% dos animais (D;). Ja na fase definitiva, os animais

receberam doses (i.p.) compreendidas entre D; e D, obedecendo a uma progressao
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geométrica de ordem 0,5. A partir desses dados, a DLsy foi calculada de acordo com a
seguinte férmula:
DL50 = D_f -X ga-b[
n

Onde:

Df = dose minima capaz de matar todos os animais;

a = diferenca entre as duas doses consecutivas administradas;

b = média de animais mortos entre as duas doses consecutivas;

n = nimero de camundongos por lote.

RESULTADOS

Na fase preliminar foram administradas doses variadas expressada na tabela 1, onde
determinou-se a D; (dose maxima isenta de mortalidade) de 160 mg/kg e D, (dose minima
capaz de levar a 6bito 100% dos animais) de 414,72 mg/kg. Na tabela 2, onde estdo
expressos os sinais de toxicidade da fase definitiva, foram observados inicialmente apos
administracdo do extrato etandlico de P. cochliocarpum efeitos estimulantes como:
taquicardia, taquipnéia, tremores finos e grosseiros, movimentos circulares, exoftalmia e
movimentos estereotipados. Apds cerca de 30 minutos da administracdo verificou-se a
presenca de sinais depressivos pouco expressivos visualizados em todas as doses tais como:
abaixamento dos membros posteriores, apnéia e alteracdo de marcha. Todos os sinais
clinicos observados sobre o sistema nervoso central aumentaram conforme o aumento das
doses.

A partir da dose de 155 mg/kg foram observados efeitos sobre o trato
gastrointestinal como: distensdo abdominal, contor¢des e diminuicdo da excregdo fecal.
Piloerecao, edema de focinho, palidez, fotofobia e cianose foram verificados na maior parte
dos animais de cada grupo. Esses efeitos periféricos foram acentuando-se conforme o
aumento das doses.

Tabela 1.
Tabela 2.
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A taxa de mortalidade do extrato etandlico de P. cochliocarpum evoluiu com o
aumento das doses conforme demonstrado na curva dose-resposta (figura 1). As doses
acima de 414,72 mg/kg foram capazes de matar 100% dos animais tratados com o extrato

etandlico de P. cochliocarpum. A DLsy encontrada foi de 257,49 mg/kg.

Figura 1.

DISCUSSAO

O uso de plantas pode representar uma alternativa de substitui¢do aos anti-sépticos e
desinfetantes sintéticos convencionais, visando evitar o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana a estes compostos, uma vez que metabdlitos vegetais atuam por mecanismos
variados (BARBOUR et al., 2004; MONTHANA, LINDEQUIST, 2005).

No entanto, produtos fitoterdpicos sdo, algumas vezes, erroneamente considerados
como seguros porque sao de origem natural (GESLER, 1992). Segundo Bent & Ko (2004),
esses produtos contém principios bioativos capazes de causar efeitos adversos.

De acordo com Talalay & Talalay (2001), todo produto natural usado em
terapéutica deveria ser submetido a testes de eficdcia e seguranca por métodos iguais aos
usados por novas drogas sintéticas. Por motivos éticos, morais e legais, a obtenc¢do de dados
toxicolégicos em seres humanos € bastante limitada. Com isso, as informacdes
toxicologicas sobre compostos quimicos sdo obtidas basicamente a partir de testes
toxicologicos pré-clinicos, ou seja, com animais de laboratérios em condi¢des previamente
padronizadas (MORTON, 1998, BOELSTERLI, 2003).

Sugere-se que as reagdes comportamentais observadas apds a administracdo
intraperitoneal do extrato etandlico de P. cochliocarpum decorre de alteracdes do equilibrio
dos neurotransmissores excitatorios e inibitdrios. Inicialmente as doses demonstraram ser
estimulantes devido a liberacdo de neuro-transmissores excitatérios e/ou inibi¢do da
recaptacdo desses. A inibicdo da recaptacdo aumenta a concentracdo dos
neurotransmissores em contato com os receptores, incrementando, assim, a atividade do
circuito neuronal (SILVA, 2002). No entanto, os efeitos depressores estiveram presentes e

nao foram tdo pronunciados como os estimulantes, possivelmente pelo esgotamento parcial
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das vesiculas sindpticas dos neurotransmissores excitatérios, ou uma estimulacdo
prolongada direta de neuro-transmissores inibitorios.

De acordo com Oliveira (2006), P. cochliocarpum apresentou uma CLsy de 543,5
pg/mL. em ensaios realizados com Artemia salina L, sugerindo uma toxicidade
relativamente baixa.

Quimicamente constituida de saponinas, flavondides e taninos (SARMENTO,
1999), as cascas do caule de P. cochliocarpum sdo utilizadas pela populag@o no tratamento
de feridas. Melo et al. (2007) afirmaram que as saponinas, por serem capazes de formar
complexos com esterdides e fosfolipideos das membranas das células da mucosa intestinal,
causam uma irritacdo na mesma. Essa propriedade irritante sobre a mucosa possivelmente
justifica o aumento das contor¢des abdominais a medida que aumentou a dose.

Os taninos sdo compostos responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e plantas
em geral, devido a sua complexacdo com proteinas, que € a base de algumas de suas
propriedades bioldgicas, tais como controle de insetos fungos e bactérias (AERTS,
BARRY, MCNABB, 1999). A diminui¢do da excrecdo fecal pode ser observada com o
aumento das doses do extrato etandlico de P. cochliocarpum provavelmente pela presenga
de taninos. Devido ao alto peso molecular, essas moléculas estdo relacionadas com a
inibi¢do da digestibilidade (MONTEIRO et al., 2005).

A presenca de intensa taquicardia durante todo o periodo do ensaio, mesmo na fase
final, na qual se verificou depressao do sistema nervoso, deve-se provavelmente a presenca
de taninos no extrato etandlico de P. cochliocarpum. Para Alice (1995), o uso excessivo de
produtos de plantas ricas em taninos por via oral pode ser perigoso ao misculo cardiaco, o
que justifica a taquicardia observada na administracdo das doses intraperitoneais do extrato.

De acordo com Pinto et al. (2001), o efeito téxico dos taninos, causado pela
absorc¢do intestinal dos produtos finais da hidrélise, ocasiona hemorragias, gastroenterites,
necrose hepatica e nefrites, entre outros. A administragdo do extrato nos animais provocou,

na maioria das doses utilizadas, a auséncia de micc¢ao.

CONCLUSAO

A determinacdo da DLsy pelo método matematico de Karber e Behrens (1964) é

considerado um parametro bdsico para avaliacdo de doses intermedidrias. Na primeira fase
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da toxicidade aguda (D; e D,) verificou-se que as extremidades das doses ndo causaram
muitas diferengas relacionadas as reacdes comportamentais. Os resultados demonstraram
que o extrato etandlico de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr possui uma dose
letal (DLsp) estimada em 257,49 mg/kg, sendo considerada de acordo com a escala de
Schuartsman (1980) como muito toxico (grau 4 de toxicidade) para administragdo via
intraperitoneal. O extrato bruto da casca do caule de Pithecellobium cochliocarpum
(Gomez) Macbr demonstrou ser muito toxico e pelos efeitos observados sugere-se a
presenca de substincias ativas no Sistema Nervoso Central.

A grande utilizacdo desse vegetal com fins terapéuticos, pela populacdo, deixa
sugestivas op¢des para futuros trabalhos, que visem ao encontro de uma nova atividade

farmacoldgica.
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Tabela 1. Efeitos relacionados as doses administradas na fase preliminar, por via

intraperitoneal, do extrato etandlico de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr.

EFEITOS DOSES
(mg/kg)
155 160 400 414,72 480 600
(3))) D2)
ESTIMULANTES
Taquicardia ++ +++ +++ +++ +++ +++
Taquipnéia ++ ++ +++ +++
Piloeregao + + + + + +
Agitagdo - - + + ++ ++
Exoftalmia + + + + + +
Movimentos Estereotipados + + +++ ++ +++ +++
Movimentos circulares ++ ++ ++ +++ ++
Movimentos de vibrissas + + + + + +
Ondulacao caudal - +++ - - - -
Erecao de cauda + + + + + +
Tremores finos/grosseiros ++ ++ - +4++ ++ +++
Postura de ataque - - ++ - + +
Levantamento dos membros + + + + + +
posteriores
Convulsao focal - - - - - -
DEPRESSORES
Abaixamento dos membros - - + - + +
posteriores
Apnéia - - + ++ + -
Alteracdo de marcha + + + + + +
Sonoléncia - - - - - -
Prostracao - + - - - -
OUTROS

Excrecdo fecal + ++ + + +++ -
Diurese - - + - - -
Contorg¢des abdominais ++ +++ +++ +4++ +++ +++
Espasmos ++ +++ +++ +++ +++ ++
Reacdo de fuga + +++ +++ +++ ++ +++
Palidez + + + + + ++
Distensdao abdominal + + + + ++ ++
Petéquias - + + + + +
Edema de focinho - + + + + +
Cianose - + - + ++ ++
Fotofobia - + + + + +
Refluxo - - - + - -

(-) sem efeito; (+) efeito leve; (++) efeito moderado; (+++) efeito acentuado.
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Tabela 2. Efeitos relacionados as doses administradas na fase definitiva, por via
intraperitoneal, do extrato etandlico de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr.

EFEITOS DOSES
(mg/kg)
165 168 176 192 240 288  345,6
ESTIMULANTES
Taquicardia +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Taquipnéia +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Piloeregao + + ++ + + ++ +
Agitagio + - - + ++ + +
Exoftalmia + + + + + + +
Movimentos Estereotipados + + ++ +++ + ++ ++
Movimentos circulares ++ + ++ +++ ++ ++ ++
Movimentos de vibrissas + + + + + + +
Ondulacdo caudal ++ + - + - - -
Erecdo de cauda + + + + + + +
Tremores finos/grosseiros ++ ++ +++ ++ +++ ++ +++
Postura de ataque + - - + + + +
Levantamento dos membros + + + + + + +
posteriores
Convulsao focal - - + + + - -
DEPRESSORES
Abaixamento dos membros + + + + - - -
posteriores
Apnéia + + + + + ++ ++
Alteracdo de marcha + + + + + + +
Sonoléncia - - - - - - -
Prostragdo + + + - - - -
OUTROS

Excrecdo fecal + + + + + + +
Diurese - - - + + + +
Contor¢des abdominais +++ +++ +++ +++ 4+
Espasmos +++ +++ +++ +++
Reacdo de fuga +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Palidez + + + + + + +
Distensao abdominal + + + + + + +
Petéquias - - - + + - +
Edema de focinho + + + + + + +
Cianose + + + + + + +
Fotofobia + + + + + + +
Refluxo + - - - - - -

(-) sem efeito; (+) efeito leve; (++) efeito moderado; (+++) efeito acentuado.
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CURVA DOSE RESPOSTA

100 -

80 -

X

8 60 -

©

g

5 40

4
20
O 4 I I I I I I 1
21 22 23 24 25 26 27 28 29

LOG da dose

Figura 1. Curva dose-resposta da toxicidade de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez)
Macbr.
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ESTUDO PRELIMII\{AR DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DO EXTRATO
BRUTO ETANOLICO DE Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr

C.M.P. Limal*, A.R.S. Grangeirol, A.C.P. Silval, I. V.G. A. Bastosl, R.A.G.

Oliveriaz, I. A. Souza'.
1Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco, 50740-521, Recife-PE,
Brasil.
?Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, 58051-970, Jodo Pessoa-PB,
Brasil.

RESUMO

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr, é uma arvore de grande porte conhecida
popularmente como “babatenon”, “barbatenon”. A casca do seu caule € utilizada pela
populacdo como cicatrizante e antiinflamatério. Esse trabalho teve como objetivo a
avaliacdo da atividade antiinflamatéria do extrato bruto etandlico da casca do caule de P.
cochliocarpum. O modelo utilizado foi o edema de pata induzida por carragenina (0,1%
p/v) em ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultos, machos e fémeas. Os grupos padrdes
receberam indometacina (10 mg/kg) e nos grupos controles administraram-se solucdo
fisiologica 0,9%, ambos por via intraperitoneal (i.p.). Os grupos tratados receberam doses
de 12,87; 25,75 e 51,50 mg/kg (i.p.) do extrato bruto de P. cochliocarpum. Realizou-se a
mensuracdo das patas edemaciadas por um periodo de seis horas. Os resultados
demonstraram que nao houve uma reducdo significativa dos volumes dos edemas nos
animais machos, tratados com a dose de 12,87 mg/kg do extrato bruto de P. cochliocarpum,
sugerindo assim uma possivel atividade edematogénica. A dose mais representativa nos
animais machos dos grupos tratados com o extrato foi de 25,75 mg/kg, obtendo uma
reducdo significativa dos volumes dos edemas na quarta e sexta hora. Nas fémeas,
observou-se reducdo significativa na segunda, terceira, quinta e sexta horas com a dose de
25,75 mg/kg. As doses de 12,87 e 51,50 mg/kg reduziram significativamente os volumes
dos edemas de pata a partir da terceira hora. O extrato ndo apresentou atividade
antiinflamatoria satisfatoria ndo justificando, dessa maneira, o seu uso popular.

Unitermos: Pithecellobium cochliocarpum, edema de pata, antiinflamatorio.

ABSTRACT

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr, is a large tree known popularly as
“babatenon”, “barbatenon”. The bark of its stem is used by the population as healing and
anti-inflammatory. The aim of this work was to evaluate the anti-inflammatory activity of
ethanolic crude extract of the bark of P. cochliocarpum. Carrageenan-induced hind paw
edema model was used in Wistar rats (Rattus norvegicus) adult, male and female. The
groups standards received indomethacin (10 mg/kg) and the groups controls was
administered solution physiological 0.9%, both for route intraperitoneal (i.p.). The treat
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groups received doses at 12,87; 25,75 and 51,50 mg/kg (i.p.) of the crude extract of P.
cochliocarpum. Paw edema was measured during 6 horas. The results demonstrated that it
did not have a significant reduction of the volumes of edemas in the male animals, treated
with the dose at 12,87 of the crude extract of P. cochliocarpum, thus suggesting a possible
edematogenic activity. The dose most representative in the male animals of the groups dealt
with the extract was at 25,75 mg/kg, getting a significant reduction of the volumes of
edemas in the fourth and sixth hour. In the females, significant reduction was observed in
second, third, fifth and sixth hours with the dose at 12,87mg/kg. The doses at 12,87 and
51,50 mg/kg significantly reduced the volumes of edemas of paw from the third hour. The
extract did not present satisfactory antiinflammatory activity not justifying, in this way, its
popular use.

Key words: Pithecellobium cochliocarpum, hind paw edema, anti-inflammatory.

1. INTRODUCAO

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr, arvore de grande porte, conhecida
popularmente como ‘“babatenon”, “barbatenon”, “barbatimao” e “barbatimam”. O fruto é
uma vagem com semente em varias fileiras e suas flores sdo brancas amareladas ou
esverdeadas. O screening fitoquimico dos extratos hidroalcodlicos das cascas e das folhas
apresentou testes positivos para saponinas, flavondides e taninos. A presenca de alcal6ides
foi muito discreta. Apenas o extrato hidroalcéolico das folhas apresentou teste positivo para
esterdides e triterpenos (SARMENTO, 1999).

Segundo Lima et al. (2007), P. cochliocarpum apresentou uma DLsy de 257,49
mg/kg sendo considerada muito toxico para administragdo intraperitoneal. Pereira et al.
(2005) revelaram a utilizacdo pela populacdo da combinacdo de P. cochliocarpum com
Anarcardium occidentale L. e Schinus terebinthifolius Raddi no tratamento de doencas
dermatoldgicas.

De acordo com Oliveira (2006) o extrato etandlico da casca do caule de P.
cochliocarpum causou inibi¢ao do crescimento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Candida albicans na concentracdo de 5.000 pg/mL, porém nao apresentou
atividade sobre bactérias Gram negativas, como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia

coli.
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Trabalhos feitos por Sarmento (1999, apud OLIVEIRA, 2006) com a parti¢cdo
cloroférmica do extrato hidroalcodlico e butandlica da casca de P. cochliocarpum resultou
numa potente atividade sobre S. aureus.

Relatos da literatura indicam que as cascas de seu caule sdo utilizadas como

medicinal, externamente, para o tratamento de feridas (OLIVEIRA; SILVA, 1994).

2. METODOLOGIA
2.1 Animais

Os animais utilizados foram ratos Wistar, Rattus norvegicus, machos e fémeas,
provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco. Cinco grupos com seis ratos cada foram subdivididos em trés grupos tratados,
um controle e um padrdo. Todos os animais receberam 4agua e ragdo ad libitum e foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (25 + 2 °C) e luminosidade (ciclo 12h
claro/escuro). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco (protocolo

nimero 041.544/2006-47).

2.2 Vegetal e preparo do extrato

Amostras de Pithecellobium cochliocarpum foram coletadas no Jardim da Cidade
Universitdria, em Jodo Pessoa-PB, com exsicata nimero 61.336, determinada pela botanica
Dr* Rita de Céssia A. Pereira. As cascas de P. cochliocarpum foram desidratadas e em
seguida submetidas a maceracio por percolagdo. Utilizou-se etanol 95% (p/p) como liquido

extrator. O mesmo foi evaporado em rotavapor, fornecendo residuo escuro e higroscépico.

2.3 Inducao do edema de pata

O teste da atividade antiinflamatéria foi realizado segundo o método de Winter et
al., (1962, modificado). O edema foi induzido pela inje¢do de 0,1 mL de carragenina a 1%
na regido subplantar da pata direita posterior dos animais pertencentes aos grupos controle,
padrdo e tratados. O volume (mL) do edema induzido foi medido com auxilio de

pletismOmetro modificado. Antes da administracdo da carragenina (0') e trinta minutos apds
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(0™), foram mensurados os volumes das patas. ApSs a administracdo das drogas, o volume
da pata de cada animal continuou sendo mensurado com intervalos constantes de uma hora
por seis horas. A diferenca entre o volume das patas antes e apds a aplicacdo da carragenina

expressava o volume dos edemas.

2.4 Tratamento dos animais

Os animais foram privados de alimento por um periodo de 12 horas antes do inicio
do tratamento. Os grupos controle e padrdo receberam solucdo fisiologica 0,9% e
indometacina (10 mg/kg), respectivamente. Os grupos tratados receberam doses de 12,87;
25,75 e 51,50 mg/kg do extrato etandlico de P. cochliocarpum (respectivamente 5, 10 e
20% da DLs, estimada por Lima et al., 2007). Todas as administracdes foram feitas via

intraperitoneal (i.p.).

2.5 Analise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo (e.p.m.). As diferencas entre
grupos foram analisadas através da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste “”

de Student. O nivel de significincia para rejei¢do da hipétese de nulidade foi sempre < 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma grande variedade de plantas medicinal € usada por algumas sociedades no
mundo como instrumento terapéutico no tratamento de processos inflamatorios, e um
nimero significante de estudos experimentais tem contribuido para confirmar a eficicia de
seus usos (BORCHERS et al., 2000; DARSHAN, DORESWAMY, 2004; SETTY, SIGAL,
2005).

A reacgdo inflamatdria em sua fase aguda € regida por uma série de modificacdes nos
mediadores intracelulares, verificando-se aumento da liberacdo de citoquinas, espécies
oxigenadas e nitrogenadas, e eicosandides (RAO, FANG, TZENG, 2005).

O teste do edema de pata induzido por carragenina 1% tem sido extremamente

utilizado como modelo de estudo de inflamac@o, bem como para avaliacdo de substancias
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antiinflamatérias (LUCENA et al., 2006), sendo que o desenvolvimento deste edema
envolve inclusive a participagdo de diferentes mediadores do processo inflamatério (DI
ROSA, GIROLD, WILLOUGHBY, 1971).

A avaliagdo do extrato etandlico de P. cochliocarpum revelou a diminui¢do do
edema durante a segunda fase da inflamacdo, sugerindo que esta diminuicdo estd
correlacionada com elevada producdo de prostaglandinas, ativacdo da cicloxigenase-2
(COX-2) e liberagdo de 6xido nitrico (NO) (LIMA, 1999 apud SILVA, 2005).

Em machos, o pico maximo do volume do edema, nos grupos tratados com as doses
de 12,87 e 25,75 mg/kg do extrato e com indometacina (10 mg/kg), foi evidenciado na
segunda hora. Os animais tratados com a dose de 51,50 mg/kg do extrato obtiveram maior
volume do edema na terceira hora, diferencialmente dos animais do grupo controle, que
apresentaram pico maximo somente na quarta hora.

A administracdo do extrato bruto etandlico de Pithecellobium cochliocarpum
(Gomez) Macbr na dose de 12,87 mg/kg ndo causou redugdo significativa do edema nos
ratos machos, possuindo um efeito edematogénico. A atividade flogistica inicial também
foi visualizada durante a realizacdo da toxicidade aguda (DLsp) em camundongos, onde
foram evidenciados edemas de focinhos nos animais tratados com o extrato (LIMA et al.,
2007).

Na quarta hora houve reducdo significativa do edema nos grupos tratados com o
extrato nas doses de 25,75 e 51,50 mg/kg (percentual inibitério de 35,33 e 25,33%,
respectivamente). Na sexta hora apenas a dose de 25,75 mg/kg reduziu significativamente o
edema apresentando inibi¢do de 51,22%.

Todos os grupos tratados com o extrato bruto de P. cochliocarpum apresentaram
uma elevacdo dos volumes do edema apds a aplicagdo da carragenina quando comparados
com o grupo controle (FIGURA 1).

Em fémeas, o pico do volume dos edemas, nos grupos tratados com o extrato na
dose de 12,87 mg/kg, ocorreu durante a segunda hora. No grupo controle e nas doses de
25,75 e 51,50 mg/kg do extrato, a média mixima dos volumes encontrada foi durante a

terceira hora. No grupo padrao o valor mdximo ocorreu no decorrer da quarta hora.
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O grupo indometacina (10 mg/kg) obteve reducdo significativa do edema nas
terceira, quinta e sexta horas, com percentuais inibitérios de 28,50; 25,42 e 15,43%,
respectivamente.

O grupo tratado com o extrato na dose de 12,87 mg/kg apresentou reducio
significativa do edema, semelhante ao grupo padrdo, nas terceira, quinta e sexta horas, com
indices inibitorios de 21,26; 16,95 e 17,90%, respectivamente. A dose de 25,75 mg/kg
reduziu significativamente os edemas nas segunda, terceira, quinta e sexta horas, com
indices de reducdo de 19,23; 21,74; 33,90; 40,12%, respectivamente. O extrato na dose de
51,50 mg/kg proporcionou reducdo significativa a partir da terceira hora (19,32; 29,95;
24,86 e 27,78%, terceira, quarta, quinta e sexta horas, respectivamente) (FIGURA 2).

4. CONCLUSAO

O extrato bruto etandlico da casca do caule de Pithecellobium cochliocarpum
(Gomez) Macbr administrado por via intraperitoneal, ndo apresentou acdo antiinflamatoria
satisfatéria quando utilizado em ratos machos. Em fémeas, porém, a reducdo foi mais
significativa apresentando acdo antiflogistica marcantes nas doses de 12,87 e 51,50 mg/kg a
partir da terceira hora.

Necessita-se averiguar outros protocolos experimentais antiinflamatérios e

analgésicos com o intuito de comprovar a utilizagdo popular do vegetal.
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[ conTROLE L] EXTRATO ETANOLICO DE P. cochliocarpum (25,75 mg/kg)
B PADRAO (Indometacina 10mg/kg) ] EXTRATO ETANOLICO DE P. cochliocarpum (51,50 mg/kg)

EXTRATO ETANOLICO DE P. cochliocarpum (12,87 mg/kg)
P g

Figura 1. Efeito do extrato etandlico da casca do caule de P. cochliocarpum nas doses de
12,87, 25,75 e 51,50 mg.kg '1, administrados por via intraperitoneal, no modelo de edema
de pata induzido por carragenina em ratos Wistar adultos. Os valores representam a média
+ desvio padrdo. * P <0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu
apenas solucdo salina a 0,9%. Teste “¢” de Student (n = 6/grupo).
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Figura 2. Efeito do extrato etandlico da casca do caule de P. cochliocarpum nas doses de
12,87, 25,75 e 51,50 mg.kg 'l, administrados por via intraperitoneal, no modelo de edema
de pata induzido por carragenina em ratas Wistar adultas. Os valores representam a média +
desvio padrdo. * P < 0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas
solucdo salina a 0,9%. Teste “¢” de Student (n = 6/grupo).
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AVALIACAO DO EFEITO ANTITUMORAL DE Pithecellobium cochliocarpum
(Gomez) Macbr FRENTE AO SARCOMA 180

C. M. P.Lima", A. R. S. Grangeiro', A. C. P. Silva', R. A. Caribé', R. A. G. Oliveira?,

I. A. Souza’.
1Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco, 50740-521, Recife-PE,
Brasil.
?Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, 58051-970, Jodo Pessoa-PB,
Brasil.

RESUMO

A obtencao de produtos efetivos de origem natural tem propiciado o avango das pesquisas
cientificas contra as enfermidades. Essas novas moléculas de origem natural proporcionam
maior diversidade farmacoldgica para o tratamento dessas doencas. Pithecellobium
cochliocarpum (Gomez) Macbr, € conhecido popularmente como ‘“babatenon”,
“barbatenon’, “barbatimao” e ‘“barbatimam”. As cascas de seu caule sdo utilizadas
tradicionalmente no tratamento de feridas. Esse trabalho avaliou o efeito antitumoral do
extrato bruto etandlico das casca do caule de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez)
Macbr frente ao Sarcoma 180. Inicialmente as células tumorais foram implantadas na
regido axilar direta de camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas sadias. Os
camundongos implantados foram divididos em cinco grupos contendo seis animais. O
grupo controle recebeu solucdo salina 0,9% e no grupo padrdo administrou-se metotrexato
(10 mg/kg). Os grupos tratados receberam doses nas concentragcdes de 12,87; 25,75 e 51,50
mg/kg do extrato bruto etandlico de P. cochliocarpum, respectivamente. Todas as
administragdes foram por via intraperitoneal. Apds tratamento de sete dias, os animais
foram sacrificados e a massa tumoral, bem como figado, bago, coracdo e rins foram
dissecados e fixados para andlise histopatoldgica. Na avaliagdo histoldgica dos 6rgdos foi
constatada pouca variagdo entre os grupos, enfatizando a presenga de esteatose nos figados
dos animais tratados e padrdo. Todos os animais tratados com o extrato apresentaram
tumores soOlidos e discreta vascularizagdo. Os animais tratados com o extrato na dose de
51,50 mg/kg obtiveram indice de inibicdo de 39% quando comparado com o grupo
controle. Nos demais animais tratados com o extrato ndo houve reducio significativa do
tumor. O extrato etandlico bruto da casca do caule de Pithecellobium cochliocarpum
(Gomez) Macbr nas doses administradas ndo apresentou reducdo significativa dos tumores
Sarcoma 180.

Unitermos: Pithecellobium cochliocarpum, antitumoral, Sarcoma 180, metotrexato.

ABSTRACT

The attainment of effective products of natural origin has propitiated the advance of the
scientific research against the diseases. These new molecules provide to greater
farmacological diversity for the treatment of these illnesses. Pithecellobium cochliocarpum
(Gomez) Macbr, is known popularly as “babatenon”, “barbatenon”, “barbatimdo” and
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“barbatimam”. The barks of its stem is used traditionally in the treatment of wounds. This
work evaluated the antitumoral effect of the crude extract ethanolic of barks of its stem of
Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr front to Sarcoma 180. Initially the cells
tumor had been implanted in the axillary region right of albino mice Swiss (Mus
muscullus), female healthy. The implanted mice were divided in five groups containing six
animals. The control group received solution saline 0.9% and in the standard group
methotrexate was administered (10 mg/kg). The treat groups received doses in the
concentrations from 12,87; 25,75 and 51,50 mg/kg of the ethanolic crude extract of P.
cochliocarpum, respectively. All the administrations were for route intraperitoneal. After
treatment of seven days, the animals were sacrificed and the tumoral mass, as well as liver,
spleen, heart and kidneys were dissected and fixed for histophatological analysis. In the
histological evaluation of the organs little variation between the groups was evidenced,
emphasizing the presence of steatosis in livers of the treated animals and the standard. All
the animals treated with the extract presented solid tumors and discrete vascularization. The
animals treated with the extract in the dose of 51,50 mg/kg had gotten index of 39%
inhibition when compared with the controul group. In the others animal treated with the
extract it did not have significant reduction of the tumor. The crude ethanolic extract of the
barks of stem of Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr in the cited doses did not
present significant reduction of the tumors Sarcoma 180.

Key words: Pithecellobium cochliocarpum, antitumor activity, Sarcoma 180, methotrexate.

1. INTRODUCAO

N

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr, pertencente a familia das
Leguminosae-Mimosoideae, é conhecido popularmente como “babatenon”, “barbatenon”,
“barbatimdo” e “barbatimam”. O fruto é uma vagem com semente em vdrias fileiras. Suas
flores sdo brancas amareladas ou esverdeadas e a semente € bicolor. O screening
fitoquimico dos extratos hidroalcodlicos do caule e das folhas confirmaram a presenca de
saponinas, taninos e flavondides (SARMENTO, 1999). As cascas do caule sdo utilizadas
como medicinal, externamente, para o tratamento de feridas (OLIVEIRA; SILVA, 1994).

As neoplasias sdo a segunda causa mais freqiiente de mortalidade em humanos
(SATO et al., 2005). Avangos relacionados a prevencao e tratamento do cincer requerem o
desenvolvimento continuado de novos agentes quimiopreventivos e quimioterapéuticos
(REDDY; ODHAV; BHOOLA, 2003).

Um dos indicios mais importantes do renascimento de farmacos de origem natural
estd no campo dos anti-cancerigenos, onde se destacam os alcaldides da vinca, taxol,

podofilotoxina e a camptotecina (KINGHORN; BALADRIN, 1993; KINNGHORN; SEO
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1996; DE SMETT; 1997; DAVID; NASCIMENTO; DAVID, 2004). A utilizacdo dos
vegetais como recurso terapéutico e a busca de novos quimioterapicos naturais, que tenham
atividade antitumoral e um minimo efeito colateral, tem sido de fundamental importincia
para a terapia contra o cancer. Grande parte dos agentes antitumorais utilizados na préatica
clinica sdo oriundos de produtos naturais ou até mesmo de seus derivados (NEWMAN et
al. 2003).

O presente trabalhou visou analisar o efeito antitumoral de P. cochliocarpum frente
ao Sarcoma 180 com avaliacdo histopatoldgica de 6rgaos (figado, bago, ruins e coracdo) e

tumores.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material botanico

A espécie arborea Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr foi coletada, no
Jardim da Cidade Universitaria, em Jodo Pessoa-PB no dia 06 de outubro de 2005, durante
a manhi. A identifica¢do da espécie foi determinada pela botdnica Dr* Rita de Céssia A.
Pereira, no Herbdrio IPA — D4rdano de Andrade Lima em Pernambuco (Exsicata IPA N°

61.336).
2.2 Obtencao do extrato

O extrato de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr foi fornecido pelo
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba. As cascas de
P. cochliocarpum foram desidratadas em estufa com ar circulante a 38 °C, por 72 horas e
trituradas em moinho tipo Harley. Em seguida foram submetidas a maceragdo por
percolacdo, até obter uma coloracdo clara. Utilizou-se etanol 95% (p/p) como liquido

extrator. O mesmo foi evaporado em rotavapor, fornecendo residuo escuro e higroscépico.

41



LIMA, C.M.P. Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr: da teoria medicinal & investigagao toxicoldgica...
2.3 Animais

Os animais utilizados foram camundongos adultos albinos Swiss (Mus musculus),
fémeas, com pesos entre 25-35g, provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos
da Universidade Federal de Pernambuco. Os mesmo receberam dgua e racdo ad libitum e
foram mantidos em gaiolas de polipropileno com ciclo 12 h claro/escuro e temperatura 23 +
2°C. O manuseio dos animais durante o experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE (protocolo niimero 041.544/2006-47).

Foram utilizados seis animais por grupo devidamente identificados. No grupo
padrdo por via intraperitoneal (i.p.), utilizou-se metotrexato (10 mg/kg), enquanto o grupo
controle recebeu solucdo salina 0,9%. Os grupos tratados receberam administracdo,
também via i.p., do extrato bruto etandlico de P. cochliocarpum nas doses de 12,87; 25,75 e

51,50 mg/kg.

2.4 Transplante dos tumores e tratamento

No experimento realizado foram utilizadas células tumorais da linhagem Sarcoma
180 (forma soélida). Os fragmentos tumorais inicialmente foram retirados de animais
doadores e implantados fragmentos com cerca de 3 mm de didmetro na regido axilar direita
dos animais receptores (STOCK et al. 1955). Ap6s 48h do transplante dos tumores iniciou-

se o tratamento de cada grupo respectivo, por um periodo de sete dias.
2.5 Avaliacao da atividade antitumoral e analise histopatolégica

Ap6s 24h do término do tratamento, todos os animais foram sacrificados, e os
tumores foram avaliados macroscopicamente, dissecados, pesados e fixados com Carnoy de

imediato. Os figados, bagos, rins e coracdes dos animais de cada grupos também foram

avaliados na macroscopia, e fixados para processamento histopatolégico (DAGLI, 1989).
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2.6 Analise estatistica

Os valores foram expressos como média *+ erro padrdo da média (e.p.m). As
diferencas entre os grupos foram avaliadas através da andlise de variancia (ANOVA)

[IPr2)
t

seguida pelo teste “#” de Student. O nivel de significancia foi de p < 0,05.

3. RESULTADOS

As médias dos tumores Sarcoma 180 dos grupos controle, padrao (Metotrexato 10
mg/kg) e os tratados com o extrato bruto etandlico de P. cochliocarpum (Gomez) Macbr
nas doses de 12,87; 25,75 e 51,50 mg/kg estdo representadas na Figura 1.

Macroscopicamente, os animais do grupo controle apresentaram hipertrofia do baco
e fibrose hepdtica. Nos animais tratados com o extrato visualizou-se alteracdes como
hipertrofia de figados e bagos, e modificacio na coloracdo dos rins, a medida que se
aumentou a dose administrada nos animais tratados com o extrato bruto etandlico de P.
cochliocarpum (Gomez) Macbr. Na macroscopia dos animais tratados com metotrexato (10
mg/kg, i.p.), todos os Orgdos apresentaram atrofias. Os rins demonstraram aspecto
hemorrégico.

Os tumores se apresentaram bem delimitados e com consisténcia solida em todos os
animais tratados. E importante salientar que alguns animais tratados com metotrexato
apresentaram uma redugdo tumoral bastante expressiva.

Os dados histoldgicos revelaram a presenca de células inflamatorias nos coragdes e
rins dos animais tratados com metotrexato, bem como visualizagdo de vasos renais
congestos (figura 2). Os grupos controle e tratados com o extrato também apresentaram
essas alteracdes.

No coracdo dos animais tratados com metotrexato ndo foi constatada a presenca de
células neopldsicas. A andlise dos tumores revelou a presenca de extensa necrose, fibrose,
invasdo do tecido muscular esquelético e tecido adiposo (figura 3). O baco apresentou
células atipicas multinucleadas (figura 4) e infiltracdo neopldsica (figuras 4 A/B). Os
animais dos grupos controle e tratados com o extrato também apresentaram as mesmas

caracteristicas histolégicas nos tumores e bacos.
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Nos animais do grupo controle foram visualizadas, microscopicamente, grande
presenca de infiltrado inflamatério em todos os 6rgdos analisados e embolia neopldsica nos
rins.

Na microscopia dos animais tratados com o extrato etandlico de P. cochliocarpum
observou-se uma pericardite e embolia neopldsica no coracdo. Em todos os Orgdos
analisados, a presenca de células neoplésicas diminuiu a medida que se aumentou a dose,
no entanto, a presenca de infiltrado inflamatério foi intensificada. Ocorreu esteatose
hepatica nos grupos tratados com o extrato nas doses de 25,75 (figuras 5 C/D) e 51,50
mg/kg. No figado dos animais tratados com o extrato na dose de 25,75 mg/kg ainda foi
verificada a presenca de células atipicas em seu parénquima (figura SF). O aumento da dose
foi inversamente proporcional a neoformagao vascular e fibroplasia nos tumores. Verificou-
se a diminui¢do da vasculariza¢do em torno do tumor com o aumento das doses do extrato.

Todos os animais tratados com metotrexato apresentaram intensa diarréia, grande
perda de peso corporal e palidez. Os animais tratados com o extrato apresentaram intensa

taquicardia, piloerecdo e diminui¢do da excregdo fecal.

4. DISCUSSAO

A inibicdo do cancer através de uma variedade de fitoconstituintes foi confirmada
em diferentes modelos de experimentacdo animal e, a partir disso, vém sendo elaboradas
estratégias de prevencio (SINGLETARY, 2000).

A literatura também indica que muitos produtos naturais sdo utilizados
popularmente como agentes quimioprotetores contra alguns tipos de cancer (REDDY;
ODHAYV; BHOOLA, 2003). Antioxidantes quimicos como os polifendis encontrados em
chés verdes e vegetais tém o potencial de absorver elétrons livres, e conseqiientemente
eliminar radicais livres (STEELE et al., 2000).

Os animais tratados com o extrato etandlico da casca do caule de Pithecellobium
cochliocarpum (Gomez) Macbr nas doses de 12,87 e 25,75 mg/kg ndo apresentaram
reducdo do tumor quando se comparou com o grupo controle. Houve um aumento ndo
significativo nos pesos dos tumores dos animais tratados com 12,75 e 25,75 mg/kg do
extrato quando comparados com os pesos dos tumores do grupo controle. O grupo que

recebeu 51,50 mg/kg do extrato apresentou uma reducdo nio significativa de 39% no peso
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dos tumores. A maior dose administrada do extrato, portanto, embora nado significativo, foi
capaz de reduzir o Sarcoma 180 enquanto que as menores doses ndo possuiram efeito
inibitério. O metotrexato reduziu em 89,02% em média os pesos dos tumores nos animais
do grupo padrio.

Oliveira (2006), verificou uma reducdo de 81,01 % dos pesos dos tumores nos
animais tratados com o extrato bruto etanélico de P. cochliocarpum na dose de 60 mg/kg.

A inibi¢d@o do crescimento de um novo vaso sangiiineo pode prevenir o crescimento
ou progressao do tumor benigno. O crescimento de novos vasos sangiiineos € necessario
para a nutricdo das células que estdo se multiplicando. Deste modo, a interrup¢ao do tumor
associado com a inibi¢do da angiogénese poderia inibir o crescimento do tumor com baixa
toxicidade sist€mica e impedir a resisténcia das células tumorais as drogas antineopldsicas
(STEELE; KELLOFF, 2005).

Os efeitos adversos encontrados nos animais tratados com o extrato foram se
intensificando com o aumento das doses. Como a maioria dos agentes antitumorais
necessita de seletividade, uma alta dose desses agentes € necessdrio para se atingir um
efeito terapéutico. Entretanto, essas doses altas podem causar efeitos toxicos ao paciente
(ISHIKI; ONISHI; MACHIDA, 2004).

Os resultados da microscopia dos tumores e figados confirmam os dados
encontrados pelas literaturas citadas anteriormente, demonstrando uma diminuicdo da
vascularizagdo em torno do tumor e presenca de esteatose hepdtica, como resultado da
toxicidade nos animais tratados com o extrato nas doses mais altas.

A presenca de extensa necrose nos tumores de todos os animais tratados confirma os
resultados obtidos por Carneiro-Ledo (1997), Zuckerberg (1972), que relataram extensas
areas de necrose em tumores transplantados, via subcutinea, em especial para o Sarcoma
180. Em pesquisas com essa mesma linhagem tumoral, Sato et al. (2005) observaram que
uma larga drea na por¢do central do tumor apresentava necrose com alguns focos de
calcificacao.

Os infiltrados inflamatérios, ora linfocitdrios, ora mistos, nos 6rgdos analisados
microscopicamente, estdo de acordo com Sato et al. (2005) que evidenciaram que o fator de

estimulacdo de coldnias (CSF) produzido pelas células tumorais no Sarcoma 180, aumenta
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o nimero de células polimorfonucleares (PNM) na circulacdo periférica. A granulopoiese
também tem sido encontrada.

Assef et al. (2002) relatam que a acdo antitumoral dos produtos naturais pode
envolver mecanismos imunomodulatdrios ou ter uma agao citotéxica.

Os efeitos adversos encontrados nos animais tratados com metotrexato estdo de
acordo com Rang et al. (2004) e Silva (2002), que relatam a ocorréncia de diarréia, e

depressdo no sistema gastrintestinal levando a grande perda de peso corporal.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato etandlico bruto da casca do caule de Pithecellobium
cochliocarpum (Gomez) Macbr nas doses administradas ndo apresentou reducdo
significativa dos tumores Sarcoma 180. A andlise histoldgica observada nos tumores esta
de acordo com os dados encontrados em trabalhos anteriores. Sugere-se, no entanto, um
estudo mais detalhado com concentra¢des maiores do extrato, bem como a utilizagcdo de

outras linhagens tumorais.
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MEDIA DOS PESOS DOS TUMORES

[Z] CONTROLE ] EXTRATO ETANOLICO DE P. cochliocarpum (25,75 mg/kg)
Il PADRAO (Metotrexato 10 mg/kg) ] EXTRATO ETANOLICO DE P. cochliocarpum (51,50 mg/kg)
. EXTRATO ETANOLICO DE P. cochliocarpum (12,87 mg/kg)

Figura 1. Média dos pesos dos tumores. *P < 0,05 comparado os grupos tratados com o
controle que recebeu apenas solucao salina a 0,9%. Teste “¢” de Student (n = 6/grupo).
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Figura 2. Aspectos histologicos do rim e coracdo dos animais implantados com Sarcoma
180 e tratados com Metotrexato (10 mg/kg), coloracio H.E. (M.O.). Em A e B,
visualizacdo de infiltrado inflamatério (setas largas). Em C, presenga de vascularizagdao
congesta no rim (seta branca). Em D, visualizacdo de infiltrado inflamatério no pericardio

(seta fina). A, B e C aumento de 400x, D aumento de 100x.
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Figura 3. Aspecto histolégico do Sarcoma 180 nos animais trata
mg/kg), coloragdo H.E (M.O.). Em A, observa-se a presenca de extensa necrose (ponta da
seta). Em B, presenca de fibrose (seta dupla). C, D e E demonstram infiltragdo de tecido
muscular estriado esquelético (setas). Em F, infiltrac@o adipocitaria (setas largas). A, B e C,
aumentos de 100x, D, E e F, aumentos de 400x.
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L Bot 3 -~ .
Figura 4. Aspecto histopatolégico do baco dos animais implantados com Sarcoma 180 e
tratados com Metotrexato (10 mg/kg). Colora¢do H.E. (M.O.), aumentos de 100x (B), 200x
(A) e 400x (C, D, Ee F). Em A e B, infiltracdao de células neopldsicas (setas). Em C, D e F
visualiza-se células atipicas multinucleadas. A figura E demonstra a presenca de um
vacuolo (seta larga).
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Figura 5. Aspecto histolégico do figado de animais implantados com Sarcoma 180 e
tratados com extrato de P. cochliocarpum (25,75 mg/kg). As figuras A e B demonstram a
presencga de vasos congestos (setas). Em C e D observa-se o aparecimento esteatose (ponta
das setas). Em E visualiza-se o infiltrado perivascular (seta larga). Em F, observa-se a
presenca de uma célula atipica (seta branca). Coloracao H.E. (M.O.). A, aumento de 100x;
B e C, aumentos de 200x; D, E e F, aumentos de 400x.
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7. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o extrato bruto etandlico da casca do caule de
Pithecellobium  cochliocarpum (Gomez) Macbr apresentou inicialmente efeitos
estimulantes do Sistema Nervoso Central como taquicardia, taquipnéia, movimentos
circulares, tremores finos e grosseiros, entre outros. Apds trinta minutos de observacao
foram vistos efeitos menos pronunciados como alteracdo de marcha, apnéia e prostracao
que caracterizam um quadro de leve depressdo. A dose letal (DLsp) foi estimada em 257,49
mg/kg, sendo considerada como muito téxico (grau 4 de toxicidade) na administragdo pela
via intraperitoneal.

Na atividade antiinflamatoéria, o extrato administrado por via intraperitoneal, nao
apresentou acdo satisfatéria em ratos machos. Em fémeas houve uma acdo mais
significativa a partir da terceira hora nas doses de 12,87 e 51,50 mg/kg.

Frente ao Sarcoma 180 o extrato ndo apresentou redugdo significativa.

Conclui-se que, embora sejam largamente utilizadas pela populacdo, as cascas do
caule de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr ndo apresentaram atividades
satisfatdrias que justifiquem seu uso popular.

Sugere-se outros protocolos experimentais com extratos de polaridades diversas,
bem como a colheita da espécie em diferentes regides para verificacdo de outras atividades

farmacoldgicas.
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