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RESUMO

Caesalpinia echinata Lam. é uma espécie pertencente a familia Fabaceae — Caesalpinioideae,
nativa do Brasil, de ocorréncia natural. Atualmente essa espécie encontra-se reduzida a alguns
remanescentes da Mata Atlantica. A medicina popular atribui a este vegetal algumas
propriedades farmacologicas, sendo o extrato de seu lenho utilizado como: adstringente,
cicatrizante, odontoalgico e tdnico. Apesar desse uso medicinal, constatamos caréncia de
informacdes sobre as propriedades toxicoldgicas e farmacoldgicas com relacgdo as flores deste
vegetal. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a composigdo fitoquimica, investigar a
toxicidade aguda e as atividades antimicrobianas e antitumorais frente ao Carcinoma de
Ehrlich e Sarcoma 180 do extrato etandlico bruto das flores de C. echinata Lam. O perfil
fitoquimico foi obtido por cromatografia em camada delgada analitica utilizando infusos
metandlicos das flores, para caracterizacdo dos diversos grupos de metabdlitos secundarios.
Os resultados indicaram a presenca de: polifénois (flavondides e proantocianidinas
condensadas), terpendides (triterpenos e esterdides) e acucares redutores. Os testes de
toxicidade aguda foram realizados por via oral e intraperitoneal em camundongos machos
com observacg0es das respectivas alteracdes comportamentais para cada dose administrada. As
doses utilizadas foram 1.000 a 2.160 mg/Kg para via intraperitoneal, e 2.000 a 5.000 mg/Kg
para via oral. Tanto a administracdo por via oral quanto a intraperitoneal apresentou efeitos
estimulantes seguido de efeitos depressores ap6s administracdo do extrato. O valor da DLs
por via intraperitoneal foi de 1.825 mg/Kg , que permite sua classificacdo em moderadamente
toxico. A administracdo por via oral apresentou baixa toxicidade, visto ndo ter provocado
Obito em nenhuma das doses testadas. A atividade antimicrobiana contra bactérias Gram
positiva, Gram negativas e o fungo Candica albicans foi realizada através da técnica de
difusdo em &gar. Na andlise microbioldgica o extrato apresentou melhores halos de inibicdo
na técnica do poco em relacdo ao teste do disco de papel frente as espécies Staphylococcus
aureus (19 mm), Pseudomonas aeruginosa (18 mm), Staplylococcus coagulase nagativo (18
mm), Escherichia coli (16 mm) e Enterococcus faecalis (17 mm). Na atividade antitumoral, a
metodologia de Stock et al. (1955) foi utilizada para induzir o Carcinoma de Ehrlich e o
Sarcoma 180. Para os testes foram utilizadas doses de 250 e 500 mg/kg do extrato; o grupo
controle recebeu solucdo salina (0,9 %), e o padrdo metotrexato (10 mg/Kg), todos por via
oral. O extrato demonstrou reducdo significante nos pesos dos tumores, com indice de
inibicdo tumoral na maior dose de 78,5 % para o Carcinoma de Ehrlich. Entretanto, para o
Sarcoma 180 o extrato nas referidas doses ndo apresentou inibicdo tumoral. De acordo com 0s
resultados obtidos conclui-se que o extrato etandlico bruto das flores de C. echinata Lam.
possui toxicidade moderada por via intraperitoneal e baixa toxicidade por via oral. Foi capaz
de inibir o crescimento de algumas bactérias Gram positivas e Gram negativas e ainda
apresentou inibicao tumoral contra o Carcinoma de Ehrlich.

Palavras-chave: Fitoquimica. Toxicidade aguda. Atividade antimicrobiana. Atividade
antitumoral. Caesalpinia echinata Lam.



ABSTRACT

Caesalpinia echinata Lam. is a species belonging to family Fabaceae - Caesalpinioideae,
native to Brazil, naturally occurring. Currently this species is reduced to a few remnants of the
Atlantic. The popular medicine attribute to this vegetable some pharmacological properties,
being the extract of its used s: adstringent, healing, analgesic and tonic. Despite this medical
use, we found little information on the toxicological and pharmacological properties with
respect to the flowers of this plant. Thus, the purpose of this study was to evaluate the
phytochemical composition, to investigate the acute toxicity and antimicrobial and antitumor
activity against the Carcinoma of Ehrlich and Sarcoma 180 of the ethanol crude extract of
flowers of C. echinata Lam. The phytochemical profile was obtained by analytical thin layer
chromatography using methanol infusions of flowers, to characterize the various groups of
secondary metabolites. The results indicated the presence of: polyphenols (flavonoids and
condensed proanthocyanidins), terpenoids (triterpenes and steroids) and reducing sugars. The
acute toxicity tests were conducted orally and intraperitoneally in male mice with
observations of their behavior changes for each dose. The doses used were 1000-2160 mg/kg
for intraperitoneal, and 2000 to 5000 mg/kg for oral route. Both oral administration and
intraperitoneal showed the stimulatory effects followed by depressant effects after
administration of the extract. The LDsy by intraperitoneal route was 1825 mg/kg, which
allows its classification as moderately toxic. The oral administration showed low toxicity,
since it does not have caused death in any of the doses tested. The antimicrobial activity
against Gram positive and Gram negative bacteria and fungus Candida albicans was
performed by agar diffusion technique. In the microbiological analysis the extract showed
better inhibition zones in the well technique regarding testing of paper disc facing the species
Staphylococcus aureus (19 mm), Pseudomonas aeruginosa (18 mm), Staplylococcus
coagulase nagativo (18 mm), Escherichia coli (16 mm) and Enterococcus faecalis (17 mm).
In antitumor activity, the methodology of Stock et al. (1955) was used to induce the
Carcinoma of Ehrlich and Sarcoma 180. For the tests we used doses of 250 and 500 mg/kg of
extract and the control group received saline (0.9%), and the standard methotrexate (10
mg/kg), all orally. The extract showed significant reduction in the weights of the tumors, with
tumor inhibitory rate in the highest rate of 78.5% for Carcinoma of Ehrlich. However, to
extract the Sarcoma 180 in those doses showed no tumor inhibition. According to the results it
is concluded that the crude ethanolic extract of flowers of C. echinata Lam has moderate
toxicity by intraperitoneal and oral low toxicity. Was able to inhibit the growth of some Gram
positive and Gram negative bacteria and also showed tumor inhibition against Carcinoma of
Ehrlich.

Keywords: Phytochemistry. Acute toxicity. Antimicrobial activity. Antitumor activity.
Caesalpinia echinata Lam
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais desempenham utilidade na medicina atual. Primeiramente, por
fornecerem farmacos extremamente importantes, os quais dificilmente seriam obtidos via
sintese quimica, como por exemplo, os digitalicos. Em segundo lugar, as fontes naturais
podem fornecem compostos basicos que podem ser ligeiramente modificados para tornarem-
se mais eficazes ou menos tdxicos (ex: variacdes na molécula da morfina). Em terceiro lugar,
0s produtos naturais podem ser utilizados como protdtipos ou modelos para medicamentos
sintéticos que mantenham as atividades fisiolégicas dos compostos originais, como por
exemplo, a procaina. E por ultimo, oferecer um produto parcialmente elaborado de um
medicamento de dificil obtencdo como, por exemplo, o estigmasterol, abundante no éleo de
soja e sem valor terapéutico que pode ser transformado por um processo relativamente
simples na hidro-cortisona ou em corticosteréides afins, compostos estes, que ocorre em
pequenas quantidades na natureza (ROBBERS et al., 1997; MONTANARI; BOLZANI,
2001).

Baseadas apenas na chamada sabedoria popular, inimeras pessoas utilizam as plantas
para o tratamento de doencas desconhecendo seus riscos e beneficios, o que torna os estudos
toxicoldgicos e farmacologicos pré-clinicos e clinicos indispensaveis para a protecdo a saude
da populacdo, bem como para comprovar cientificamente a eficacia terapéutica desses
produtos. Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a
toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial, entretanto, representa um
problema sério. Os efeitos adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteracbes e
toxicidade, bem como a acdo sinérgica (interacdo com outras drogas) ocorrem comumente
(VEIGA-JUNIOR et al., 2006).

No Brasil, 0 uso elevado de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos ocorre
devido a fatores diversos, entre 0s quais podemos destacar: a imensa variedade de espécies
vegetais com potencial terapéutico existentes em nosso territério; o relativo baixo custo
financeiro dos produtos fitoterdpicos, o que os torna mais acessiveis & populacdo de baixa
renda e até mesmo por questdes culturais (MARIZ, 2007).

Caesalpinia echinata Lam. € uma angiosperma pertencente a familia Fabaceae, de alto
interesse histérico, econdmico e ecoldgico. Apesar de sua importancia, essa espécie
praticamente ndo tem sido objeto de estudos bioldgicos por parte dos pesquisadores. Logo,

direcionamos nossa pesquisa com intuito de avaliar a espécie vegetal, com conotagédo
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medicinal buscando-se informacgdes etnoboténicas, ethomedicinais e também informacdes

fitoquimicas indispenséveis ao acervo sobre plantas medicinais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA FABACEAE

Leguminosae Juss. ou Fabaceae Lindl. (Sensu APG II), é a terceira maior familia de
angiospermas, compreendendo cerca de 727 géneros e 19.325 espécies (LEWIS et. al., 2005),
ficando atrds apenas Orchidaceae e Asteraceae (DOYLE; LUCKOW, 2003). Cronquist
(1981, 1988), em seu esquema de classificacdo, considerou os legumes como trés familias
independentes. Nos estudos recentes, existe um consenso no tratamento da familia, com base
em dados moleculares e ndo-moleculares, no qual Leguminosae é divida nas subfamilias
Mimosoideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae (Faboideae) (JUDD et al., 1999; LEWIS;
SCHRIRE, 2003; APG 11, 2003; SOLTIS et al., 2005). A subfamilia Faboideae é a maior com
476 géneros e aproximadamente 14.000 espécies (LEWIS et al., 2000); em Mimosoideae,
encontre-se 77 géneros e aproximadamente 3.000 espécies (DOYLE; LUCKOW, 2003);
Caesalpinioideae € formada por 170 géneros e cerca de 3.000 espécies (DOYLE, 1995;
DOYLE et al., 2000; BRUNEAU et al., 2001), sendo extremamente diversa em morfologia
(TUCKER, 2003), compartilhando algumas das caracteristicas de Mimosoideae e Faboideae.

Fabaceae esta distribuida no mundo em diferentes habitats, latitude e altitudes nos
mais diferenciados ecossistemas. Enquanto que Faboideae é cosmopolita, as outras
subfamilias ocorrem principalmente nas regiGes tropicais e subtropicais do globo
(HEYWOOD, 1979; POLHILL etal., 1981).

Segundo os estudos mais recentes, existe uma concordancia na organizagdo de
Caesalpinioideae, sendo esta dividida em cinco tribos: Cercideae, Caesalpinieae, Cassieae,
Datarieae e Macrolobieae (BRUNEAU et al., 2001; TUCKER et al., 2003).

Na tribo Caesalpinieae, encontra-se 0 género Caesalpinia, composto de arvores ou
arbustos de clima tropical ou subtropical e com mais de 120 espécies distribuidas pelo mundo.
Algumas espécies deste género apresentam certas particularidades, especialmente em suas
folhas, com acentuadas variagdes no tamanho e forma dos foliolos (LEWIS, 1998) e com
flores geralmente hermafroditas, com simetria radial ou bilateral e inflorescéncias
indeterminadas (JUDD et al., 1999; TUCKER, 2003).
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2.2 Caesalpinia echinata

2.2.1 Importancia Socio-Econémica

O pau-brasil é considerado uma madeira de lei de alta qualidade, flexivel, porém de
extrema dureza. Nos primeiros anos do século XVI, o periodo em que foi abundante, era
utilizado para construcdo de navios na inddstria naval, assim como na construcao civil e na
fabricacdo de moveis e artesanato. Também foi amplamente utilizado, por volta do século
XVII e XVIII, na Europa no tingimento de ovos de Pascoa, na producdo de laca liquida, na
composicdo de giz colorido e até na fabricacdo de uma pasta de dentes (BUENO; LIMA,
2002). Porém, o uso mais conhecido era mesmo para a fabricacdo de tinta, com a qual se
tingia tecido e couro. Essa tinta era extraida do cerne da arvore, constituido pelo pigmento
brasilina, isolado em 1808 pelo quimico Frances Michel Eugene Chevreul e tinha a coloracéo
alaranjada. Em contato com o ar, havia uma oxidagdo da brasilina, e essa substancia se
transformava em outra, chamada brasileina, de cor vermelha (Figura 1). O cerne era moido e
reduzido a pé pelas inddstrias da Franca e Italia para obtencdo do pigmento vermelho usados
para tingir os tecidos (OLIVEIRA et al., 2002). Ressalta-se que a popularizacdo do pau-brasil
na Europa, a partir do século XV1, ndo se deveu tanto a qualidade de sua pigmentacdo, mas as
variadas matizes obtidas de seus pigmentos em tons vermelhos até arroxeados (REZENDE et
al., 2004).

Parte usada: Férmula quimica
Cerne da madeira

HO

0
OH C OH

HO OH HO 9

Brasilina Brasileina

Figura 1. Estrutura quimica dos constituintes majoritarios do cerne do pau-brasil. Fonte: AGUIAR &
PINHO, 2007; REZENDE et al., 2004.
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O aparecimento do primeiro corante artificial, a malveina, descoberta por Wiliam H.
Perkin em 1856 promoveu uma acelerada desvalorizagdo comercial do pau-brasil no sistema
financeiro internacional, apesar disso, permaneceu como uma das rendas estruturais do
orcamento nacional até 1875 (REZENDE et al., 2004). Segundo Cardoso et al., (2001), no
mesmo periodo que desmoronou o mercado do pau-brasil com a descoberta dos corantes
sintéticos, descobriu-se que sua madeira era excelente para fabricar arcos de violino,
violoncelo, viola e contrabaixo, desde entdo vem sendo usada para a confeccdo de arcos
profissionais de alta qualidade.

O papel econdmico do pau-brasil é incontestavel, influenciando na economia mundial,
seja na moda, nas financias ou na industria. Tornou-se uns dos produtos mais negociados da
época, iniciando o primeiro ciclo econémico do Brasil, também, o primeiro monopdlio estatal
(BUENO; LIMA, 2002). Antes de seu tratamento botanico e da intitulacdo de seu nome
cientifico, o pau-brasil recebeu vérias sinonimias segundo a nacionalidade do grupo
explorador dos paises europeus, como Pau-brasil dos portugueses, Verzino dos ltalianos,
Fernambukholz dos alemaes, Bois de Fernambouc dos franceses, Palo Brasil dos espanhdis e
Brasil-wood ou Pernambuc-wood dos ingleses. Para 0s povos nativos, era denominado
Ibirapitanga, que na lingua Tupi se representa por “ibird = pau + pitdga = vermelho”,
traduzindo-se como pau-vermelho. Ficou conhecido, ainda, por diversos outros nomes: pau-
rosado, pau-de-tinta, pau-de-pernambuco, muirapiranga, arabutan, orobutan e outros
(FONTES, 1995).

O pau-brasil realmente entrou no mundo cientifico no ano de 1785, quando o
naturalista francés Jean Baptiste Antoine Pierre Monnet Lamark (1744-1829) procedeu a
descricdo da espécie. O género Caesalpinia (LINEU, 1753) derivou de uma homenagem a
Andrea Caesalpinio, médico e botanico italiano que viveu no século XVI (1519-1603).
Caesalpinia echinata, assim batizado fazendo uma referéncia ao termo “echinata” que quer
dizer “similar a um ourico” caracteristica conferida da observacdo do seu fruto, o qual

apresenta aculeos na face externa, aspecto similar ao do ouri¢o (LIMA et al., 2002).

2.2.2 Distribuicdo Geogréfica

Na época do descobrimento, o pau-brasil era abundante no litoral brasileiro, entre Rio

de Janeiro e Rio Grande do Norte, em regibes tropicais e subtropicais, habitando as matas
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secas ou semidridas deste trecho, com excecdo de Cabo Frio (RJ) e Santa Cruz de Cabrélia
(BA), onde ocorre em matas imidas (AGUIAR; AOKI 1983).

Atualmente, o pau-brasil ainda pode ser encontrado, esporadicamente, em estado
silvestre na costa brasileira desde os Estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia,
Alagoas, Pernambuco, Paraiba até o Rio Grande do Norte (Figura 2), sendo o extremo sul da
Bahia sua principal regido de ocorréncia natural (ROCHA, 2004).

Figura 2. Mapa mostra o pau-brasil em estado silvestre. Fonte: AGUIAR & PINHO, 2007.

No Estado de Pernambuco, a Reserva Ecoldgica do Tapacura, localizada no municipio
de S&o Lourengo da Mata, mantém uma reserva natural de pau-brasil com arvores cuja altura
varia de 10 a 20 m e didmetro em torno de 20 a 30 cm. S&o encontradas, remanescentes do
vegetal em toda a zona da mata seca de Pernambuco, desde S&o Lourenco da Mata até Vitoria
de Santo Antdo; acompanhando todo o Vale do Tapacura. Ressalta-se, também, a ocorréncia
nos municipios de Nazaré da Mata, Tracunhaém, Pau D’Alho, Timbatba ¢ Goiana (AGUIAR;
AOKI 1983).

2.2.3 Aspectos Botéanicos e Ecoldgicos
Entre as primeiras informagdes botanicas publicadas na lingua nacional relativas ao

pau-brasil, consta no “Dicionario de Botanica Brasileira”, de Joaquim de Almeida Pinto, Rio

de Janeiro, 1873 (Figura 3).



Pio Breasil.— Cosalpinio ecchinala,
Lamk.— Ceeselpinia brasiliensis, Linn.—
Fam. dos Leguminosas.~Esta arvore do
paiz, que tanto ha eoncorrido para sna
riqueza, vegeta profusamente nas pro-
vineias septentrionaes do Imperio.

E' de porte mediano, ramosa; easca
esponjosa e einzenta, com os galhos
affastados uns dos outros.

As folhaz, ovaes e compostas, sfio
(uplamente aladas.

As florez, em cachos, de edr vermelha
¢ amarella, sio aromaticas e de um
agradavel aspeeto,

0 frueto ¢ uma vagem,

0Os Indios dfo-The o nome de Mirapi-
(aaga.

Esta arvore tem um cerne de edr
mais ou menos earmezim, duro, facil

de polir-s¢e bem, ¢ bom para obras de
torneiro; mas a grande propriedade que
tem de dar uma tinta rubra, bonita e
firme, que as fabricas da Europa con-
somem, faz com que s6 seja empregado
para esse fim; ninguem ignora que esta
madeira foi monopolio do Governo Por-
tuguez, que muito enriqueces o the-
souro lusitano, e, hoje mesmo, nio ha
inteira liberdade em s=e commereiar
com ella.

Uma outra especie ha, a que cha-
mam na Europa Bresille, que é das
Indias, Ceselpinia sappor, Linn.

Ella fornece nma bella tinta vermelha;
¢ mais rica em prineipios corantes,
porque di uma edr mais fixa 4 14 e
ao algodio.

E' a Cesalpinia sappox, Linn.

0 Pio brasil recebe tambem este nome
Pdo rosado on Pdo de Permambuco.

Extrahe-se d'ella a Drasilina, que &
usada na tincturaria.

Figura 3. Primeira descri¢éo botanica de C. echinata Lam. Fonte: PINTO, 1873.

Trata-se de uma planta de porte arbéreo (Figura 4 a), variando de 5 a 15 m de altura.
Entretanto, o porte dos exemplares atuais ¢ de 10 a 12 m, contudo existem registros do
periodo colonial de individuos com até 30 m (LEWIS, 1998; LIMA et al., 2002). Sua copa é
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bastante irregular e densa, repleta de galhos com tons variando de cinza-claro nas partes mais

velhas e verde-escuro nas terminagdes. Em individuos jovens sdo detectados aculeos (Figura 4

b) na extensdo do caule, assim como, nos ramos mais novos (FONTES, 1995; LIMA et al.,

2002). A casca geralmente apresenta tonalidade pardo-acinzentada. No interior do tronco,

encontra-se o cerne, que na planta adulta varia de castanho-alaranjado ao vermelho-escuro,

externamente encontra-se o alburno, mais claro e menos denso do lenho (Figura 4 c¢) (LIMA

etal., 2002).
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Figura 4. Arvore de C. echinata Lam. (a); Tronco recoberto por actleos (b) e Corte transversal do tronco,
mostrando o cerne vermelho (c). Fonte: AGUIAR & PINHO, 2007; GRANDISOLLI, 2010.

As folhas do pau-brasil caracterizam-se como alternas, compostas, bipinadas
(subdividida em pinas e estas em foliolos), de foliolos ovais e pequenos, formando folhagem
densa verde-escura brilhante (Figura 5) (AGUIAR; PINHO, 1996).

b- foliolo \

Figura 5. Folha do pau-brasil, demonstrando a — pina e b — foliolo. Fonte: SILVA-JUNIOR. 2007.

A inflorescéncia deste pode ser descrita como um cacho simples, podendo conter 15 a
40 flores (Figura 6). Suas flores sdo hermafroditas e pentdmeras. O calice de cor verde-
amarelada € formado por cinco sépalas. A corola possui cinco pétalas com intensa coloracdo
amarela e com a pétala mediana destacando-se pela presenca de uma mancha central
vermelho-escura (FONTES, 1995; LEWIS, 1998, JUDD et al., 1999; TUCKER, 2003).

Acredita-se que essa pétala modificada esteja associada a estratégia reprodutiva e tenha sua
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funcéo diretamente relacionada com a atragéo de agentes polinizadores, ou seja, funcione
como um bio-sinalizador (ZAIA, 2004).

Figura 6. Inflorescéncia do tipo cacho (a) e Destaque das flores de C. echinata Lam. (b). Fonte: ALEXANDER,
2009.

Os frutos sdo do tipo legume, conhecidos também como vagem, de coloragdo verde
guando imaturos e de cor marrom quando maduros (Figura 7). Possuem deiscéncia explosiva
e sdo totalmente recobertos por aculeos que se formam logo apds a floracdo (JUCHUM,
2007).

Figura 7. Fruto de colorag8o verde — imaturos (a) e Fruto de cor marrom (maduros) do pau-brasil (b). Fonte:
BERNARDES, 2009.
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A semente do pau-brasil é achatada, eliptica, de coloragdo acastanhada, lisade 1 a 1,5
cm de didmetro por 0,3 cm de espessura, de 2 a 4 por fruto (Figura 8). No momento da
abertura da vagem sdo dispersas até quatro a cinco metros da arvore genitora (LIRA et al.,
2003).

Figura 8. Frutos abertos, expondo as sementes (a) e Sementes de C. echinata Lam. (b). Fonte: BORGES, 2007.

Em seu habitat natural, um dos fatores que podem influenciar o crescimento e
determinar o porte de C. echinata é a disponibilidade de luz. Estudos realizados em
fragmentos florestais demonstraram que a luminosidade pode influenciar a taxa de
sobrevivéncia e mortalidade das plantulas, foi verificado que em locais de maior
disponibilidade de luz, as taxas de mortalidade foram menores e ocorreu maior nimero de
plantulas (LIMA et al., 2002). Trata-se de uma espécie ameacada de extin¢do e visando sua
reintroducdo e conservacao in situ, essas informagdes seriam de extrema importancia nos
programas de plantio do pau-brasil (MELO, 2005).

A floragéo e a frutificacdo tendem a acontecer em momentos distintos em diferentes
regides do Brasil, sendo que, no nordeste a espécie geralmente floresce nos meses de outubro
e novembro, e frutifica entre novembro a janeiro (LIMA et al., 2002).

Estudos da morfologia floral de C. echinata constataram que a espécie apresenta
caracteristicas capazes de atrair polinizadores (ZAIA, 2004). Corroborando essa ultima
informacdo, Lewis et al. (2000) concluiram que as abelhas sdo orientadas pela mancha
vermelha presente na pétala mediana que reflete a luz ultravioleta absorvida pela combinagéo

vermelha ou laranja.
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2.2.4 Aspectos Fitoquimicos

O estudo fitoquimico da casca de C. echinata demonstrou abundante presenca de
taninos (SILVA, 2001). A investigacdo do lenho do vegetal demonstrou a presenca de
ligninas, polimero de trés alcoois: p-coumaril, siringil e sinapil, este polimero esta presente
em 20-30% da parede celular da madeira e Ihe confere rigidez e durabilidade, e pode ser
responsavel pelas propriedades vibracionais da madeira, explicando seu emprego na
fabricacdo de arcos de violino (FUKUSHIMA; FUZETO, 2003). Contudo, o principal
constituinte do extrato bruto desta parte do vegetal é sem davida a brasilina (OLIVEIRA et
al., 2002).

A abordagem fitoquimica realizada por Silva (2006) com o extrato metanoélico bruto
(EMB) do cerne de C. echinata Lam. indicou a presenca marcante de flavondides. Cumarinas
e taninos catéquicos estiveram presentes em pequenas quantidades.

A identificacdo dos componentes quimicos das flores e folhas do pau-brasil encontrou
0 E-beta-ocimeno como constituinte majoritario (57,2%) das flores, e o (E)-3— hexeno- 1- ol
(30,8%), como principal componente das folhas. Dessa forma a classe de metabdlitos mais
bem representada foi a dos compostos fenolicos. Foram identificados ainda por Cromatografia
Gasosa de alta resolugdo acoplada a espectrometria de massas (CGAR-EM) alguns
monoterpenos, acidos carboxilicos e ésteres. Isoprendides sdo freqlientemente encontrados na
composicdo do aroma floral de diversas espécies, este fato pode estar ligado a presenca de
sinalizadores quimicos especificos no processo de polinizacdo (REZENDE et al., 2004).

Em 2005, Luna et al. relataram a presenca de fendis, flavononas, flavonas,
flavondides, esterdides, triterpenos, antraquinonas e antronas no extrato etandlico das folhas
de C. echinata.

A analise das sementes do pau-brasil realizada por Oliveira et al. (2002) evidenciou a
presenca de pelo menos dois inibidores de tripsina com massas moleculares de 19,5 e 10 kDa.
A extracdo dos ramos do vegetal revelou a presenca de um diterpeno, o acido daniélico,

anteriormente isolado de uma Caesalpinia africana (SOUZA et al., 2004).

2.2.5 Aspectos Farmacologicos

A espécie C. echinata Lam. (pau-brasil) tem sido pouco estudada para usos

medicinais. Entretanto é citado, como remédio adstringente, corroborante e secante,



32

empregando-se a casca cozida, para debelar diarréias e disenterias e, quando reduzida a po, a
casca também possui aplicacéo no fortalecimento de gengivas (RAMALHO, 1978).

O extrato do cerne de C. echinata foi capaz de inibir o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos, tais como Escherichia coli, Proteus mirabilis, P. vulgaris e
Bacillus cereus (FREIRE, 2004). A espécie também apresentou potencial antifingico, o
extrato de seus ramos foi capaz de inibir o crescimento de col6nias de fungos das espécies
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum (SOUZA et al., 2004).

O extrato etantlico bruto (EEB) do cerne de C. echinata possui um expressivo
potencial antiinflamat6rio, mesmo quando comparado a fa&rmacos considerados padrdes para
esta atividade. Quando testado contra duas linhagens tumorais (Carcinoma de Ehrlich e
Sarcoma 180), o extrato foi capaz de inibir o crescimento de tumores carcinomatosos em até
90%, enquanto a analise dos tumores sarcomatosos apresentou inibicdo significativa de até
70% (SILVA, 2006).

Em 2002, Alencar et al. avaliaram a atividade bioldgica da lecitina extraidas das folhas
de C. echinata, verificando a capacidade de induzir a migracdo de neutréfilos dependentes e
independentes das células residentes (macrofagos, mastocitos e linfocitos), apresentando,
desse modo, atividade pré-inflamatoria.

Segundo Luna et al. (2005), o extrato etandlico das folhas de C. echinata mostrou
significativa atividade frente ao Aedes aegypti e a Artemia salina. O extrato etanélico do caule
do pau-brasil apresentou uma atividade muito potente contra os ovos de Biomphalaria
glabrata.

O extrato etandlico das folhas de C. echinata foi avaliado quanto sua atividade
antitumoral. O extrato demonstrou reducdo significante nos pesos dos tumores com indice de
inibicdo tumoral de 99,4% frente ao Sarcoma 180. Com relacdo a atividade antinociceptiva e
antiinflamatéria, o extrato reduziu, de forma dose-dependente, o namero de contorcdes
abdominais induzidas por acido acetico e no teste da formalina reduziu o tempo de lambida na
pata em ambas as fases. No modelo de inflamacéo utilizado (edema de pata induzido por
carragenina) o extrato ndo apresentou resultados significativos (GRANGEIRO, 2009).

Segundo Cruz-Silva et al. (2004), as sementes de C. echinata possui uma importante
aplicacdo biomédica devido a presenca da proteinase serina, enzima envolvida em diferentes
processos bioldgicos ligados a coagulacdo sanguinea e fibrinogénese.

A brasilina, isolada de C. echinata tem acdo hipoglicemiante em animais de

experimentacdo portadores de diabetes, efeito este decorrente do aumento no metabolismo de
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glicose (MOON et al., 1993). Além disso, a brasilina demonstra também muitos outros efeitos
farmacoldgicos, incluindo atividade antimicrobiana (XU; LEE, 2004), inibicdo da proteina
quinase C e do receptor da insulina em estbmago de rato (KIM et al., 1998); protecdo da
toxicidade induzida por BrCCls; em cultura de hepatdcitos (MOON et al., 1992).

Além destes efeitos, a molécula constitui um importante imunossupressor, sendo capaz
de eliminar a resposta humoral bem como a resposta celular, provavelmente, através da
inducdo da apoptose dos linfocitos do timo e do baco dos camundongos, e da inibicdo da

proliferacdo linfocitica (YE et al., 2006).

2.2.6 Aspectos Toxicologicos

Estudos realizados por Silva (2006) avaliou as propriedades toxicas do extrato
etandlico do cerne de C. echinata através de dois bioensaios, a concentragéo letal 50% (CLso)
em larvas de Artemia salina e a dose letal 50% (DLsy) em camundongos albinos Swiss,
utilizando duas vias de administracdo: via oral (v.0.) e via intraperitoneal (v.i.p.). O estudo da
toxicidade aguda apontou uma DLsp de 995,57 mg/Kg quando administrado por via
intraperitoneal, considerado moderadamente toxico, resultado corroborado com o valor da
CLsp (705,61 pg/mL) obtido. Na avaliacdo da DLs, por via oral, ndo foi verificado Obito até a
dose limite de 4.000 mg/kg, indicando que o extrato quando administrado por esta via
apresenta baixa toxicidade.

Em 2009, Grangeiro avaliou a toxicidade aguda por via oral do extrato etandlico das
folhas de C. echinata (até a dose de 2.000 mg/Kg) em camundongos albinos Swiss. O extrato
apresentou baixa toxicidade por essa via de administracao.

2.3 TOXICIDADE AGUDA

A investigacdo do potencial toxico de plantas medicinais pode elucidar importantes
aspectos farmacoldgicos de seus principios ativos, permitindo uma utilizagdo segura,
respeitando seus possiveis riscos toxicolégicos (RABELO, 2010).

Uma substancia altamente toxica promovera um efeito danoso ao organismo vivo e/ou
ao ambiente, quando empregada em minimas quantidades, enquanto que as substancias de
baixa toxicidade precisam de altas doses para promover um efeito toxico (VENANCIO,
2006).
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Os testes de toxicidade sdo elaborados com os objetivos de avaliar ou prever os efeitos
toxicos nos sistemas biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias. Na
determinacdo da toxicidade, ha necessidade de realizar ensaios pré-clinicos e clinicos. Os
ensaios pré-clinicos sdo realizados em laboratorio atraves de testes in vivo e in vitro. Os testes
in vivo utilizam animais, principalmente roedores e mamiferos, como camundongos, ratos,
macacos, cdes, e outros. Os ensaios in vitro empregam freqientemente érgdos isolados,
fluidos corporeos, organismos inferiores e cultura de células e tecidos (JIE YIN; MYEONG,
2007.).

Um dos primeiros testes realizados para a avaliacdo do potencial toxico de quaisquer
substancias € o de toxicidade aguda. Este consiste no efeito que uma substancia produz dentro
de um curto periodo de tempo e que resulta da administracdo de uma Unica dose ou de doses
maultiplas administradas dentro de um periodo de 24 horas (KUMAR, 2006).

Os estudos de toxicidade aguda séo realizados em animais adultos de ambos 0s sexos e
verifica-se 0 nimero de animais que morrem durante o periodo de observacdo. A avaliagdo
dos resultados permite conhecer a espécie ou sexo mais sensivel. Além de dados de
mortalidade e peso corporal, podem ser avaliados varios parametros como sinais de
intoxicacdo, letargia, mudancas comportamentais, morbidade, alteragdo no consumo de
alimento entre outros. (GAZDA, 2004).

O teste serve de base para o estabelecimento de um regime de doses para pesquisas
sobre a toxicidade subaguda e cronica, fornece subsidios sobre 0 modo de agdo tdxica da
substancia teste bem como o bindmio dose-efeito letal, que € estimada por um parametro
denominado dose letal 50%, mais conhecida como DLsy (KLAASSEN; EATON, 1994).

O teste da DLsp foi introduzido por Trevan em 1927, e determina um valor
estatisticamente derivado da administracdo de dose Unica de uma substdncia que pode
provocar a morte de 50% dos animais, sendo expresso em peso da substdncia teste por
unidade de peso do animal experimental (mg/kg). O valor da DLsy é usado como um indice
para a classificacdo toxicoldgica, fornecendo subsidios para estudos de avaliacdo de risco da
exposic¢do humana (SCHLEDE et al., 2005).

Deste modo, este padrdo visa & deteccdo e avaliacdo do potencial toxico, para o
homem, de qualquer substancia ou produto quimico acabado, ao qual possa estar exposto. Por
meio da observacédo e quantificagdo do nimero de mortes apds a administracdo por diferentes

vias em ratos ou camundongos (BIGHETTI et al., 2004).
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2.4 RESISTENCIA BACTERIANA

As bactérias tém sido classificadas como resistentes ou sensiveis. S&o ditas resistentes
quando sdo inibidas in vitro s6 em concentracdes superiores aquelas atingidas in vivo. Essa
relacdo concentracdo da droga-inibicdo de crescimento ndo é completamente verdadeira, pois
0 sucesso terapéutico ndo depende exclusivamente dessa relagdo, mas sim, de fatores que
incluem a capacidade da droga em atingir o foco infeccioso. Ainda o comprometimento
imunoldgico do paciente, alvo da terapia, 0 quanto essa imunidade pode contribuir para
auxiliar a terapéutica quimioterapica. Dessa forma, um dado microrganismo é sensivel ou
resistente quando se observa 0 sucesso ou insucesso terapéutico, respectivamente. Logo,
deve-se encarar a terapéutica de uma maneira mais abrangente, menos simplista,
considerando-se: droga, microrganismo, farmacocinética e imunidade do paciente
(TOWNER, 2007).

A resisténcia microbiana a determinada droga pode ser classificada inicialmente como
intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca ou natural é aquela que faz parte da heranca
genética do microrganismo, transmitida de geracdo a geracdo sem perda da caracteristica. O
maior determinante de resisténcia natural é a presenca ou auséncia do alvo para a acdo da
droga. Esta caracteristica fenotipica ndo apresenta qualquer risco a terapéutica, pois é
previsivel, bastando-se conhecer o agente etioldgico da infeccdo e os mecanismos de acéo dos
farmacos disponiveis clinicamente (HAWKEY, 1998).

A resisténcia ndo natural ou adquirida ocorre quando ha o aparecimento de resisténcia
em uma espécie bacteriana anteriormente sensivel a droga em questio. E uma “nova”
caracteristica manifestada no microrganismo, que estd ausente nas células genitoras. Essa
nova propriedade é resultado de alteracGes estruturais e/ou bioquimicas da célula bacteriana,
determinada por alteracGes genéticas cromossdmicas ou extra-cromossémicas (plasmidios).
Uma simples alteracdo genética pode levar ao aparecimento de um exemplar muito resistente,
gue normalmente nédo perde viabilidade e patogenicidade (GOLD; MOELLERING, 1996).

Existem varios mecanismos através dos quais 0s microrganismos se tornam resistentes
as drogas, dentre esses podemos citar (TRAVERS, 2002):

- Producdo de enzimas inativadoras: bactérias podem conter genes que codificam a producéo

de enzimas com propriedades de clivar, de quebrar ou ainda de promover alteracfes

estruturais na molécula da droga tornando-a inativa contra aquele microrganismo. Outras
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enzimas em vez de quebrar a estrutura molecular da droga, apenas alteram sua conformacéo,
pois sdo capazes de promover acetilagdo, adenilagédo e fosforilagdo, que reduz sua afinidade
pelo receptor, favorecendo a sintese protéica bacteriana.

- Impermeabilidade a droga: muitas bactérias sdo resistentes por serem impermeaveis a droga,

ou por apresentarem alteracGes em proteinas de ligag&o.

- Bombeamento ativo de drogas: € um mecanismo através do qual as bactérias diminuem a

concentracdo citoplasmatica de drogas para o meio extracelular. O sistema chamado “multi-
drug-pum” bombeia inespecificamente varias drogas. Estas ndo atingem concentragdes
intracelulares suficientes para promover inibigcdo de sintese protéica bacteriana, pois sdo quase
instantaneamente bombeadas para fora da célula.

- Alteracdo do receptor para a acdo da droga: para que uma droga exerca sua atividade

farmacoldgica frente a um microrganismo é necessario que haja a ligacdo ou a interacdo
farmaco-receptor. Muitas vezes, por mutagdo cromossdmica, hé a alteragdo bioquimica desse
receptor, impedindo uma perfeita ligagdo entre a droga e seu receptor na bactéria. Esse
mecanismo de manifestacdo de resisténcia ocorre em inimeras bactérias para diferentes tipos
de antibioticos

As principais consequéncias da resisténcia bacteriana sdo: a ineficacia terapéutica, o
aumento do custo e do tempo de tratamento, pela utilizacdo de medicamentos mais caros e até
mais toxicos; aumento do tempo de hospitalizacdo; isolamento do paciente; aumento da taxa
de mortalidade associada a este tipo de infeccdo (MARQUES; ZUCCHI, 2006; TRAVERS;
BARZA, 2002).

Constata-se hoje que a resisténcia bacteriana é bem mais complexa do que se pensava
e ocorre com freqiiéncia razoavel. O uso indiscriminado dos antimicrobianos e a
administracdo de forma ndo controlada, juntamente com o aumento da prevaléncia das
doencas imunosupressoras tem sido as mais importantes causas da resisténcia aos
antimicrobianos (SILVA et al., 2007).

As dificuldades encontradas na descoberta de agentes de origem sintética ou
microbiana merecem a énfase dada pelos pesquisadores ao estudo das plantas com
peculiaridades medicinais. O problema comporta estudos que tem como objetivo a
comprovacdo da atividade antibacteriana de extratos vegetais contra cepas resistentes e
multirresistentes, a partir de pesquisas que tenham esse delineamento, um eficaz

bactericida/bacteriostatico podera ser desenvolvido.
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2.4.1 Agentes Antimicrobianos

Os farmacos usados no tratamento de doencas causadas por bactérias e fungos sao
denominados agentes antimicrobianos. Estes contribuem de forma decisiva para a diminuicao
das taxas de morbidade e mortalidade, principalmente das doengas infecciosas de origem
bacteriana (SILVA, 2006).

A historia dos agentes antimicrobianos € dividida em trés grandes eras. A primeira,
conhecida também como a era dos alcaldides, data de 1630 cujos registros constatam a
utilizacdo do extrato da casca de cinchona para tratamento da maléria e a raiz de ipecacuanha
para tratamento da disenteria amebiana, sendo esses extratos e seus derivados (alcaldides,
quinina e emetina) um unico grupo conhecido como recurso terapéutico (PELCZAR et al.,
2008).

A segunda era, conhecida como a dos compostos sintéticos, foi marcada pela
descoberta do médico alemdo Paul Ehrlich em 1908 que conduziu a primeira pesquisa
sistematica para compostos (neste caso, compostos de arsénico), encontrando um que tinha
efeito antimicrobiano sem ser tdxico para humanos, o composto 606 de Ehrlich, também
chamado salvarsan, ativo contra o treponema causador da sifilis. Esse composto foi usado
como tratamento de escolha para sifilis e posteriormente foi substituido pela penicilina que
havia sido descoberta pelo microbiologista britanico Alexander Fleming em 1929 devido a
contaminacdo de uma placa inoculada com Staphylococcus aureus por um fungo (do género
Penicillium) formando uma zona clara ao redor de sua col6nia, mostrando o poder inibitorio
da substancia produzida pelo mesmo (JORGENSEN et al., 1999).

Em 1936 o quimico Frances Jacques Trefouel e sua equipe descobriram um composto
incolor chamado sulfanilamida, substancia com atividade frente a microrganismos cultivados
em meios laboratoriais quanto os presentes em tecidos animais vivos. Quando o efeito
curativo das sulfonamidas (derivados das sulfanilamidas) foi demonstrado em ratos, estudos
em pacientes com erisipela e outras infec¢fes foram iniciados. Este ano marcou o inicio da
terceira era, conhecida como a era moderna dos antibi6ticos, marcada pelo controle das
infecches por estreptococos e pneumococos com 0 uso que j& vinha sendo feito das
sulfonamidas. Em 1941 a penicilina tornou-se disponivel em quantidades suficientes para uso
clinico. A terceira era é a que perdura até hoje (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

Desde seu inicio até os dias atuais surgiram indmeros agentes antimicrobianos e o

conhecimento dos mecanismos moleculares de replicagdo das bactérias, fungos e virus
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facilitou o desenvolvimento racional de compostos capazes de interferir nos ciclos vitais dos
mesmos. Esses compostos tém sua classificacdo baseada na estrutura quimica e no mecanismo
de acdo (GODMAN & GILMAN, 2003).

Existem propriedades que devem ser comuns as diversas drogas antimicrobianas: (1)
apresentar toxicidade seletiva, ou seja, deve agir apenas no microrganismo, sem causar danos
ao hospedeiro; (2) ter amplo espectro de acdo, ou seja, apresentar atividade sobre varias
espeécies antimicrobianas; (3) ter mecanismo de acdo especifico, atuando de maneira diferente
nas células-alvo, quer seja, inibindo a sintese da parede celular (penicilina, cefalosporina),
destruindo a membrana citoplasmaética (polimixina), inibindo a sintese de proteinas
(tetraciclinas, estreptomicina, cloranfenicol), agindo como antimetabdlicos (sulfotrimetropin);
(4) ter poucos efeitos colaterais (MURRAY et al., 2002).

Logo, um antimicrobiano ideal, é aquele que apresente atividade letal ou inibitoria
contra diferentes espécies de microrganismos, ndao provoque efeitos adversos, seja
quimicamente estavel e ndo induza resisténcia microbiana (SCHENKEL et al., 2004).

A busca de novas alternativas que possam substituir ou melhorar os antimicrobianos
disponiveis é necessario, e uma das fontes de pesquisa € representada pelos produtos de

origem natural.

2.5 CANCER

Os primeiros indicios de tratamento em pacientes com cancer vém do papiro datado de
1600 a.C. do egiptologista Edwin Smith acredita-se que ele tomou como base documentos
ainda mais antigo datado por volta de 3000 a.C. O papiro documenta um procedimento
cirargico no qual, ficou estabelecido como o método primario de tratar tumores solidos e
tomando as devidas proporcdes, este método permanece até os dias de hoje (ADAM et al.,
2003).

O termo céancer é a traducdo latina da palavra grega carcinoma (de karcinos =
crustaceo, caranguejo) e neoplasia significa “novo crescimento”, do grego neos = novo, €
plasma = algo formado. Esta terminologia foi utilizada pela primeira vez por Galeno
(aproximadamente 138-201 d.C) para indicar um tumor maligno de mama no qual as veias
superficiais eram targidas e ramificadas, semelhando-se as patas de um caranguejo.
Atualmente, esse termo € utilizado como sinonimia de neoplasia maligna (COTRAN et al.,
2000).
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O céancer é uma doenga do material genético (0 genoma) de nossas células, e decorre
do acumulo progressivo de mutacdes, ou seja, alteragdes nos genes. As mutacGes fazem com
que celulas que antes executavam um programa bem definido, denominado ciclo celular,
associado as suas fungdes em seu tecido de origem, crescam de maneira descontrolada. Esse
crescimento alterado é consequiéncia ndo s6 da duplicagdo celular desordenada, mas também
da progressiva resisténcia a morte celular. Além disso, as células cancerosas ultrapassam 0s
limites dos tecidos de origem, adquirem a capacidade de modificar o ambiente que as cercam,
desrespeitam fronteiras e migram pelos diversos tecidos do corpo (OTAKE et al., 2006).

Os tumores apresentam, em graus variaveis, quatro caracteristicas peculiares:
desdiferenciacdo e perda da funcdo; proliferacdo descontrolada; poder de invasdo sobre
tecidos adjacentes e metastases, processo de disseminacdo do tumor para locais distantes do
ponto de origem que resulta em novos tumores (LEMKE; WILLIANS, 2008).

Para o surgimento do cancer é necessario que ocorra todo um processo, envolvendo
varias etapas, denominado carcinogénese. Esse processo pode iniciar-se de forma espontanea
ou ser provocada pela acdo de agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos ou biolégicos). Em
ambos 0s casos, verifica-se a inducdo de alteraces mutagénicas e ndo mutagénicas ou
epigenéticas nas células (OLIVEIRA, 2005).

A incidéncia, a distribuicdo geogréfica e o comportamento de tipos especificos de
canceres estdo relacionados com multiplos fatores, incluindo sexo, raca, idade,
hereditariedade, influéncias culturais (alimentacdo, estresse), danos oxidativos nas células,
declinio do sistema imune, predisposicdo genética e exposi¢cdo a carcind6genos ambientais
(HEGEDUS, 2000).

Desses fatores, os ambientais sdo, provavelmente, os mais importantes. Os
carcindgenos fisicos (raios ultravioleta, radiacdo ionizante), quimicos (hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos principalmente os derivados do tabaco e da queima de combustiveis
fosseis, nitrosaminas, aflatoxinas, dentre outras) e bioldgicos (virus de é&cido
desoxirribonucléico (DNA) do grupo herpes e papiloma, bem como virus de acido
ribonucléico (RNA) do tipo C), foram claramente implicados na indugdo de cancer no homem
e animais. (CULLEN et al., 2002).

O tempo para a carcinogénese ser completada € indetermindvel, podendo ser
necessarios muitos anos para que se verifiqgue o aparecimento do tumor. Teoricamente, a

carcinogénese pode ser interrompida em qualquer uma das etapas, se o organismo for capaz
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de reprimir a proliferagdo celular e de reparar o dano causado ao genoma (INCA, 2002).
(Figura 9).
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Figura 9 — Esquema simplificado de patogenia do cancer. Fonte: INCA, 2002.

Jé esta estabelecido que duas classes de genes reguladores normais, 0s protooncogenes
promotores do crescimento e 0s genes supressores do crescimento canceroso (anti-oncogenes
ou genes supressores tumorais) sdo os alvos principais do dano genético. H4 uma crescente
evidéncia de que uma terceira categoria de genes, 0s que controlam a morte celular
programada, ou apoptose, também sejam importantes na carcinogénese (GOMES, 2008).

Os proto-oncogenes s@o transformados em oncogenes por duas grandes categorias de
alteracdes: alteracdes na estrutura do gene, resultando na sintese de um produto génico
anormal tendo uma funcdo aberrante e alteracbes na regulacdo da expressdao génica,
resultando no aumento ou producdo impropria da proteina promotora de crescimento
estruturalmente normal (ROBBINS et al, 1996).

Os produtos dos genes supressores de tumor freiam a proliferacdo celular. A funcao
fisiologica destes genes é regular o crescimento da célula, e ndo impedir a formagéo de tumor.
Em vista de a perda destes genes ser um evento importante em muitos tumores humanos (e
talvez em todos), e como sua descoberta resultou do estudo dos tumores, 0 nome supressor de

tumor ou anti-oncogene persiste (SEUNG et al., 2004).



41

Soma-se a estes sistemas de defesa a habilidade de comunicagéo intercelular, capaz de
detectar células vizinhas defeituosas e induzir apoptose nestas células (TUBIANA, 2008).

2.5.1 Oncologia Experimental

A oncologia experimental € um ramo da oncologia que utiliza modelos experimentais
para a realizacdo de seus estudos (MATSUZAKI, 2004).

Na tentativa de se obter modelos experimentais que permitissem o estudo de
neoplasias, varios tipos de tumores transplantaveis, utilizando animais de laboratorio, foram
desenvolvidos. Esses tumores tém permitido uma melhor compreensdo da biologia tumoral,
assim como o estudo dos efeitos de diversos agentes sobre a patogenia do processo
(MATSUZAKI, 2004).

Muitos dos atuais conceitos a respeito do processo de carcinogénese em humanos séo
fortemente influenciados por modelos de desenvolvimento de cancer em camundongos. Em
relacdo a esse processo, ha semelhancas e diferencas entre humanos e esses animais (HAHN;
WEINBERG, 2001; RANGARAJAN; WEINBERG, 2003). Apesar de haver diferencas,
camundongos de laboratério representam uma ferramenta para o entendimento da complexa

patogenia do cancer.

2.5.1.1 Carcinoma de Ehrlich

Em 1896, uma neoplasia originaria de adenocarcinoma mamario espontaneo de
camundongo fémea, foi descrita por Paul Erhlich, sendo denominada tumor de Erhlich (TE)
(EHRLICH, 1906). Em 1932, Loewenthal e Jahn descreveram pela primeira vez que células
obtidas do TE, quando implantadas na cavidade peritoneal de camundongos, eram capazes de
crescer em suspensdo em um fluido ascitico.

O TE apresenta rapido crescimento e comportamento muito agressivo. E capaz de
crescer em todas as linhagens de camundongos (NASCIMENTO et al., 2006). Este tumor
pode crescer na forma ascitica, quando as células tumorais sdo inoculadas
intraperitonealmente, ou de forma solida, mediante inoculacdo das células tumorais por via
intramuscular ou subcutaneo (GUERRA, 1983).

O modelo de tumor solido de Ehrlich tem como funcdo a analise de efeitos

antineoplasicos de diversos compostos. Com isso, a triagem de possiveis novas drogas
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anticancer torna-se mais eficaz devido a presenga de um “sistema de modelos”, que ¢
composto por diferentes formas tumorais, com a finalidade de selecionar o maior nimero

possivel de drogas com acdo anti-neoplasica (SUGGITT et al., 2005).

2.5.1.2 Sarcoma 180

O Sarcoma 180 (S-180), também conhecido como tumor de Crocker, foi isolado de
células de um tumor espontaneo localizado na regido axilar de um camundongo Swiss macho
(Mus muscullus). O tumor foi descoberto em 1924 pelo Dr. W. H. Woglom no Laboratorio
Crocker nos Estados Unidos e é mantido por transplantes sucessivos desde entdo (ASSEF et
al., 2002)

Inicialmente, este tumor foi caracterizado como sendo de origem epitelial, pois, em
estudos com microscopia Optica e eletrénica, foram observados contatos intercelulares
caracteristicos de células de origem epitelial, indicando que se tratava de um carcinoma. No
entanto, estudos posteriores verificaram que estas células ndo expressam laminina e desta
forma ndo podem ter origem epitelial, sendo realmente classificado como sarcoma, pois
provavelmente se originou de um tecido conjuntivo (OLIVEIRA-JUNIOR, 2008).

O tumor invade musculo esquelético, tecido adiposo, nervos e vasos sanguineos.
Apesar de seu comportamento agressivo local, esta neoplasia ndo produz metéstases
(KURASHIGE; MITSUHASHI, 1982).

As células tumorais podem ser mantidas por meios de cultura celular (suspensédo in
vitro) ou por meio de inoculagdo em camundongos (repique in vivo). Nos animais, este tumor
pode ser implantado de duas maneiras - células inoculadas na cavidade intraperitoneal se
desenvolvem formando um tumor ascitico (“liquido”), enquanto células neoplasicas

inoculadas subcutaneamente formam tumores solidos (O’ PESSOA, 1992).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil fitoquimico, o efeito toxicoldgico e as atividades antimicrobianas e
antitumorais do extrato etandlico bruto das flores de C. echinata Lam.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Coletar e identificar o material vegetal,

= Preparar o extrato etandlico bruto (EEB);

= Efetuar uma prospeccao fitoquimica do extrato;

= Verificar a toxicidade aguda e os efeitos toxicolégicos do EEB de C. echinata Lam.
frente a camundongos albino Swiss Mus musculus e determinar a DLsg por via oral e
intraperitoneal,

= Avaliar o efeito inibitério do EEB de C. echinata Lam. sobre o crescimento de cepas
bacterianas e fungicas;

= Determinar o efeito da administracdo do EEB de C. echinata Lam.quanto a inibicdo de

neoplasias malignas (Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180), em camundongos.
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RESUMO

Caesalpinia echinata Lam é uma espécie bastante estudada, na medicina popular é utilizada
como adstringente e cicatrizante. Foi realizada uma prospeccao fitoquimica por cromatografia
em camada delgada analitica para detectar os metabodlitos secundarios no extrato etandlico
bruto (EEB) das flores de C. echinata Lam. Os resultados indicaram a presenca de
flavondides, proantocianidinas condensadas, agucares redutores, terpenos e esterdides. A dose
letal 50% (DLs) do EEB foi obtida com base em ensaios toxicoldgicos por via oral (v.0.) e
intraperitoneal (v.i.p.) utilizando camundongos albinos Swiss. O estudo da toxicidade aguda
apresentou uma DLsg de 1.825 mg/Kg quando administrado por v.i.p., enquanto a v.0. ndo
apresentou 6bito até a dose de 5 g/Kg. Dos resultados obtidos verificou-se que o EEB de C.
echinata mostrou toxicidade moderada quando utilizada por v.i.p., enquanto a administragdo

por Vv.0. apresentou baixa toxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais. Toxicologia. DLsg. Caesalpnia echinata Lam.
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ABSTRACT

Phytochemical screening and evaluation of acute toxicity of crude etanolic extract of

Caesalpinia echinata Lam

Caesalpinia echinata Lam is a widely studied species, is used in folk medicine as an
astringent and healing. Was performed a phytochemical screening by analytical thin layer
chromatography to detect the secondary metabolites in crude ethanolic extract (EEB) from
flowers of C. echinata Lam. The results of phytochemical screening indicated the presence of
flavonoids, condensed proanthocyanidins, reducing sugars, terpenes and steroids. The 50%
lethal dose (LDso) of EEB was obtained based on toxicological tests orally (v.0.) and
intraperitoneal (v.i.p.) using Swiss albino mice. The acute toxicity study showed an LDs of
1.825 mg / kg when administered by v.i.p., while v.0. showed no death to the dose of 5 g / kg.
The results obtained it was found that the EEB C. echinata showed moderate toxicity when

used by v.i.p., while v.o. administration showed low toxicity.

KEYWORDS: Medicinal plants. Toxicology. LDs. Caesalpinia echinata Lam.

INTRODUCAO

Atualmente varias enfermidades tém sido tratadas por meio da utilizacdo de plantas
medicinais. No entanto, o uso popular, e mesmo o tradicional, ndo séo suficientes para validar
eticamente este recurso natural como medicamentos eficazes e seguros. (TUROLLA &
NASCIMENTO, 2006; AGRA et al., 2008).

Estudos toxicoldgicos tém a finalidade de avaliar a idéia de que plantas medicinais,
por serem naturais, sdo isentas de efeitos toxicos ou adversos. E fundamental, porém o
estabelecimento da seguranca, eficicia e garantia na qualidade das preparacdes com esses
vegetais, como também o conhecimento prévio da composicdo quimica para a confirmagéo da
presenca dos principios ativos (CRAVEIRO et al., 2008; MARLIERE et al., 2008;
VENDRUSCOLO et al., 2005).

O ensaio para determinar a toxicidade aguda € definido como os efeitos adversos que
ocorrem dentro de um periodo de 24 horas ap6s a administracdo de uma Unica dose ou de

doses mdltiplas. A toxicidade aguda tem por objetivo determinar as rea¢fes adversas em curto
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prazo ap6s a administracdo de um composto, bem como o bindmio dose-efeito letal
(BARROS & DAVINO, 2003).

Caesalpinia echinata Lam (Fabaceae, Caesalpinoideae) é uma espécie arborea nativa
da Mata Atlantica, explorada ostensivamente desde o descobrimento do Brasil e possui
importancia cultural, econémica e ambiental. A medicina popular atribui a este vegetal
algumas propriedades farmacoldgicas, sendo o extrato de seu lenho utilizado como
adstringente, cicatrizante, odontoalgico e tonico (XAVIER, 1995; SILVA 2001).

O género Caesalpinia é bastante estudado em todo o mundo, porém a avaliacdo do
potencial toxico das flores de C. echinata Lam é escasso. Logo, esse estudo avaliou o perfil
fitoquimico e as propriedades toxicas através da determinacdo da toxicidade aguda do extrato

etanolico bruto das flores de C. echinata Lam. por via oral e intraperitoneal.

MATERIAL E METODOS
Material boténico e obtencdo da matéria-prima

Amostras das flores de C. echinata foram coletadas no Campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/ PE, Brasil e posteriormente identificadas pela
botanica Dr® Marlene Barbosa. Uma exsicata foi depositada no Herbario UFP — Geraldo
Mariz da UFPE, sob o nimero 63.023. O material (1.104 g) foi pesado em balanga eletrénica
semi-analitica (modelo BG 400, Gehaka®).

Preparacdo e concentracdo do extrato etanolico bruto das flores

O material botanico utilizado foi constituido pelas flores de C. echinata Lam. sob a
forma de extrato etandlico (EE) a 100%, obtido apds maceracdo, concentrado em evaporador
rotativo (TE 120, Tecnal®, Brasil) acoplado a bomba a vacuo sob temperatura constante de

45-50°C para eliminagdo do solvente organico e obtencdo do extrato bruto.
Abordagem Fitoquimica

Para a execucdo dos ensaios fitoquimicos cerca de 5 g de flores foram submetidas a
infusdo metanolica durante 30 minutos. Aliquotas deste extrato (10 uL) foram analisadas por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), empregando-se como fase estacionaria

placas cromatograficas de gel de silica (Merck-Alemanha, art. 105554). As fases mdveis e
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reveladores foram selecionados de acordo com o grupo de moléculas a ser pesquisado com
base nos estudos de HARBONE (1998) e WAGNER (1996).

Esta prospeccdo fitoquimica coloca em evidéncia os principais tipos de metabolitos
secundarios: alcaldides, acucares redutores, polifenois (cumarinas, derivados cinamicos,
fenilpropanoglicosideos, flavonoides, proantocianidinas condensadas, leucoantocianidinas,
acido galico), terpendides (monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides, triterpendides,

esterdides, iridoides e saponinas).
Toxicidade aguda do extrato e determinagéo da DLs

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE (protocolo nimero 23076.011798/2010-17). O
trabalho experimental foi desenvolvido no Biotério do Departamento de Antibidticos da
UFPE a partir da selecdo de camundongos albinos Swiss (Mus musculus) machos, com pesos
e idade aproximados, divididos em grupos de seis animais cada previamente marcados e
pesados. Todos os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em condicGes
controladas de iluminacdo (ciclo 12 horas claro/escuro) e temperatura de 22 + 2 °C, com
alimentacdo suspensa 12 horas antes do ensaio e liberacdo de agua ad libitum. O extrato
etanolico bruto (EEB) foi pesado e dissolvido em solucéo fisioldgica 0,9% de NaCl (p/v). O
ensaio foi realizado pela via de administracdo intraperitoneal e oral. A avaliacdo da toxicidade
aguda e determinagédo da DLs foram realizadas de acordo com a metodologia preconizada por
Karber & Behrens (1964) efetuada em duas fases, uma preliminar e uma definitiva. Na fase
preliminar foram administradas doses crescentes do EEB de C. echinata Lam para definir a
D; (maior dose de sobrevivéncia) e D, (menor dose capaz de determinar 100% de letalidade
dos animais). Os dados obtidos na fase preliminar delinearam a fase definitiva. Os animais
receberam doses entre D; e D, seguindo a progressdo geométrica de razdo 1,2 com
determinacdo da DLsy (Dose letal para 50% dos roedores), todos permaneceram em
observacao durante 48 horas. Os parametros observados pelas vias de administracdo foram as
diversas reacfes comportamentais como: deambulacéo, alteracdes da freqiiéncia respiratoria,

diurese, obitos, entre outros. O calculo da DLs foi obtido com a seguinte formula:

Onde:

Z(A'B) DF = dose minima capaz de matar todos 0s animais
DLso=DF - A = diferenca entre duas doses consecutivas
B = nimero de animais mortos entre duas doses consecutivas
n = nimero total de animais por lote

n
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A classificacdo da toxicidade relativa dos agentes quimicos de acordo com a DLsg

seguiu a proposta de Schuartsman (1980) grau 6 (DLso < 5 mg Kg™) = supertéxico; grau 5

(DLso = 5-50 mg Kg™?) = extremamente téxico; grau 4 (DLsy = 50-500 mg Kg™) = muito

téxico; grau 3 (DLso = 0,5-5 g Kg™) = moderadamente téxico; grau 2 (DLso = 5-15 g Kg?) =

pouco téxico; grau 1 (DLso >15 g Kg™) = praticamente atoxico.

RESULTADOS

Conforme demonstrado na tabela 1, a abordagem fitoquimica da espécie C. echinata

Lam. realizada com extrato metandlico bruto (EMB) das flores do vegetal, indicou a presenca

de flavondides, proantocianidinas condensadas, acucares redutores, triterpenos e esteroides.

Tabela 1: Metabodlitos encontrados no extrato metandlico bruto das flores de C. echinata

Lam.

Classe de Metabdlitos

Extrato bruto

Alcaloides
Cumarinas
Derivados Cinamicos

Fenilpropanoglicosideos
Flavonoides
Proantocianidinas condensadas
Monoterpendides, Sesquiterpendides e
Diterpenodides
Triterpenos e Esteroides
Iridoides
Saponinas
Acucares redutores

+ Presenca; - Auséncia

Na fase preliminar, do teste de toxicidade aguda por via intraperitoneal, foram

administradas doses variadas onde determinou-se a D; (dose maxima isenta de mortalidade)

de 1.000 mg/Kg e D, (dose minima capaz de levar a ébito 100% dos animais) de 2.160

mg/Kg.
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Os sinais de toxicidade da fase definitiva foram observados apds administracdo do
EEB de C. echinata Lam. que apresentaram efeitos estimulantes como reagdes de fuga,
movimentos circulares, saltos, movimentos estereotipado, erecdo de cauda, movimentos de
vibrissas, tremores finos/grosseiros, expansao e movimentacdo do pavilh&o auricular.

Ap0s o periodo de estimulagdo foi verificado uma diminuicdo desses sinais ativos em
todas as doses (1.000, 1.200, 1.650, 2.160) tais como abaixamento dos membros posteriores,
acomodacao e agrupamento.

Além desses foram observados efeitos sobre o trato gastrointestinal como: distensao
abdominal, contorgfes e aumento da excrecdo fecal. Piloerecdo, diurese, espasmos, palidez,
refluxos e edema de focinho foram verificados em grande parte dos animais de cada grupo.
Esses efeitos periféricos se acentuaram nas doses mais elevadas.

A taxa de mortalidade do extrato etandlico de C. echinata cresceu progressivamente
com o0 aumento da dose como demonstrado na curva dose-resposta (Gréfico 1). A taxa de
mortalidade de 0% com 1.000 mg/kg elevou-se gradualmente para 100% com 2.160 mg/kg. A
partir dos dados encontrados, foi calculada a DLso, que resultou em 1.825 mg/kg de peso

corporeo do animal.

120

100 /

Letalidade (%)
(o)) (@]
o o

40 /
20

1000 1200 1650 2160
Dose (mg/Kg)

Grafico 1- Curva Dose-Resposta da toxicidade aguda por via intraperitoneal do extrato etanolico bruto das
flores de C. echinata Lam.

A andlise da toxicidade aguda por via oral demonstrou acdo estimulante em todas as

doses (2.000, 4.000 e 5.000 mg./Kg). Os animais apresentaram sinais de intensa agitagéo,
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reacOes de fuga, sibilo, movimentos circulares, tremores finos/grosseiros, movimentos
estereotipados, postura em garra, aumento da frequéncia respiratoria, movimentos de
vibrissas, expansdo do pavilh&@o auricular e erecdo de cauda.

Efeitos depressores também foram visualizados nas doses estudadas tais como
prostracdo e abaixamento do trem posterior. Além destes, outros sinais comportamentais
como refluxo, espasmos, petéquias, excrecdo fecal, piloerecdo, diurese e coceira foram
detectados.

Né&o foi verificada letalidade nos animais com a dose mais elevada (5.000 mg/kg).

DISCUSSAO

O conhecimento da composicdo quimica das plantas aplicado na medicina popular
envolve o estudo de interacbes do organismo com os efeitos das inUmeras classes de
compostos e moléculas que podem existir numa Gnica planta. Esse conhecimento permite
identificar a espécie vegetal, conjuntamente com ensaios de atividade biologica, de modo que
se podem caracterizar mais facilmente as fragcbes ou substancias bioativas (TOLEDO et al.,
2003).

Em 2005, Luna et al relatou a presenca de fendis, flavononas, flavonas, flavondides,
esterdides, triterpenos, antraquinonas e antronas no extrato etandélico das folhas de C. echinata
Lam.

Silva (2006) realizou uma abordagem fitoquimica do extrato etan6lico bruto do cerne
de C. echinata Lam, indicando marcante presenca de flavondides. Cumarinas e taninos
catéquicos estiveram presentes em pequenas quantidades.

A partir do perfil fitoquimico foi possivel identificar metabdlitos secundéarios de
interesse farmacologico presente no extrato em estudo. A presenca de flavondides na
caracterizacdo quimica do EEB das flores esta de acordo com a literatura, que relata a
presenca deste composto como 0 metabdlito mais observado em espécies do género
Caesalpinia (REZENDE et al., 2004).

As reacOes comportamentais observadas ap6s administracdo do EEB das flores de C.
echinata Lam. tanto por via oral quanto por via intraperitoneal, sdo sugestivas de substancias
que alteram o equilibrio entre as vias inibitoria e excitatérias do Sistema Nervoso Central
(SNC), visto que foi observado um periodo inicial de estimulagdo seguido por uma fase
depressiva (SILVA, 2006). Inicialmente os efeitos estimulantes observados devem-se a

presenca de compostos que promovem a liberacdo dos neurotransmissores excitatorios e/ou
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inibicdo da recaptacdo desses. A inibicdo da recaptacdo aumenta a concentragdo dos
neurotransmissores em contato com os receptores, o que leva ao aumento da atividade do
circuito neuronal. Os sinais depressores, embora poucos evidentes sugerem fadiga neuronal
que ocorre normalmente apds uma intensa fase excitatoria, ou através da metabolizacdo do(s)
principios ativos da planta ter resultado em algum composto que promova a estimulacdo
direta de neurotransmissores inibitorios, ou ainda pelo esgotamento parcial dos
neurotransmissores excitatorios (BLOOM, 2006; SILVA, 2002).

De acordo com a DLsg, baseados na classificacdo de Schuartsman (1980) o extrato
etandlico das flores de C. echinata Lam. quando administrado por via intraperitoneal, pode
ser considerado moderadamente toxico. Na avaliagdo da DLsy por via oral, ndo verificamos
Obito até a dose limite de 5.000 mg/kg, indicando que quando administrado por esta via o
extrato bruto apresenta baixa toxicidade. Resultados semelhantes foram descritos por Silva
(2006), utilizando o extrato etandlico bruto do cerne de C. echinata cujo valor da DLs, por via
intraperitoneal foi de 995,57 mg/kg e por via oral foi atoxica até a dose de 4.000 mg/Kg.

Esta auséncia de letalidade pode estar relacionada aos mecanismos farmacocinéticos
de absorcdo no trato intestinal como pH, superficie de absor¢do, motilidade intestinal,
irrigacdo sanguinea (KLAASSEN & WATKINS, 2001) e/ou por biotransformacdo, que
possivelmente diminuiram os niveis séricos necessarios para provocar efeito letal nos

individuos, no entanto sinais clinicos de toxicidade foram observados (SILVA, 2006).

CONCLUSAO

O estudo fitoquimico preliminar do extrato etandlico bruto das flores de C. echinata
Lam. demonstrou a presenca de flavonodides, proantocianidinas condensadas, acucares
redutores, triterpenos e esterdides.

Baseado nos resultados obtidos da experimentacdo animal, o extrato etandlico bruto
apresentou toxicidade moderada quando utilizado por via intraperitoneal. Em relagdo a
administracdo oral o referido extrato apresentou baixa toxicidade. Esses dados nos fornecem
um parametro para o estabelecimento de uma margem terapéutica segura, embora outros
estudos sejam necessarios para o estabelecimento da sua eficacia sem o acometimento de

efeitos colaterais, principalmente apds a exposi¢éo repetida com outras doses.
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Atividade antimicrobiana do extrato de Caesalpinia echinata Lam. (Fabaceae)
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RESUMO: Caesalpinia echinata Lam. (Fabaceae) € uma arvore nativa da Mata Atlantica. A
medicina popular atribui a este vegetal algumas propriedades farmacoldgicas, sendo o extrato
de seu lenho utilizado como: adstringente, cicatrizante, odontoalgico e tdnico. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato etandlico bruto das
flores de C. echinata contra bactérias Gram-positivas, Gram negativas e o fungo Candida
albicans, através da técnica de difusdo em agar. O extrato apresentou melhores halos de
inibicdo na técnica do poco frente as espécies Staphylococcus aureus (19 mm), Pseudomonas
aeruginosa (18 mm), Staplylococcus coagulase negativo (18 mm), Escherichia coli (16 mm)
e Enterococcus faecalis (17 mm), enquanto que no teste do disco de papel o extrato foi eficaz
contra Mycobacterium smegmatis (26 mm). Nas condicGes desse estudo, os resultados
mostraram promissora atividade antibacteriana do extrato testado, confirmando relatos na

literatura que sugerem e afirmam a ag&o antimicrobiana desta planta.

Palavras-chave: fitoterapia, antimicrobiano, Caesalpinia echinata Lam.

Antimicrobial activity of the extract of Caesalpinia echinata Lam (Fabaceae)

ABSTRACT: Caesalpinia echinata Lam (Fabaceae) is a tree native to the Atlantic. The
popular medicine attributes to this vegetable some pharmacological properties, being the
extract of it’s used as: adstringent, healing, analgesic and tonic. The aim of this work was to
evaluate in vitro the antimicrobial activity of crude ethanol extract from C. echinata flowers
against Gram-positive bacteria, Gram negative and the fungus Candida albicans, using agar
diffusion technique. The extract showed better inhibition zones in the technique of the well

opposite the species Staphylococcus aureus (19 mm), Pseudomonas aeruginosa (18 mm),
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Staplylococcus coagulase negativo (18 mm), Escherichia coli (16 mm) and Enterococcus
faecalis (17 mm) where as in the disk test paper the extract was effective against
Mycobacterium smegmatis (26 mm). In this study, the results showed promising antibacterial
activity of the extracts tested, confirming previous studies that suggest the antimicrobial

action and claim this plant.

Key words: phytotherapy, antimicrobial, Caesalpinia echinata Lam.

INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas sempre tem acompanhado a evolugdo do homem
através dos tempos. A humanidade utiliza as plantas com finalidade terapéutica, enquanto
buscava alimentacdo para a sua sobrevivéncia foi descobrindo as propriedades toxicas ou
curativas dos vegetais (Martins, 2000).

Tem-se verificado cientificamente o uso popular de plantas com a finalidade de obter
0s mais variados efeitos medicamentosos, incluindo sua aplicagdo como antimicrobianos
(Koo et al., 2003; Burt, 2004).

Apesar da grande diversidade de antimicrobianos que agem sobre diversos
microrganismos, as investigacdes avangcam em busca de um antimicrobiano ideal, ou seja,
aquele que apresenta maior espectro de acdo, sem toxicidade, baixo custo e menor indicio de
resisténcia bacteriana (Nascimento et al., 2000; Pazhani, 2004).

Em razdo ao grande aumento da resisténcia de microorganismos a multiplas drogas e
devido ao wuso indiscriminado de antimicrobianos surge a preocupacdo para O
desenvolvimento de substancias especificas que sejam capazes de combater as estratégias de
adaptacdo que esses organismos elaboram (Oliveira et al., 2007).

Nos ultimos anos, 0 uso de extratos e componentes quimicos vegetais ambos com
propriedades antimicrobianas vém contribuindo com resultados satisfatorios nas aplicacdes
terapéuticas (Albuguerque & Hanazaki, 2006; Silva et al., 2008).

Caesalpinia echinata Lam. é uma arvore da familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpinioideae, nativa da floresta pluvial atlantica (Giudice-Neto et al., 2004). Desde sua
descoberta o vegetal tem sido intensamente explorado devido a qualidade de sua madeira, por
apresentar propriedades acusticas (Matsunaga et al., 2000) e, especialmente, devido a extracdo
do pigmento brasilina (Cardoso et al., 1998). O uso deste vegetal na medicina popular é
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bastante restrito. Segundo Xavier (1995) e Silva (2001) o lenho costuma ser utilizado como
adstringente, corroborante e secante.

Embora na literatura haja poucos relatos sobre sua atuacdo como agente
antibacteriano, varias substancias com esta atividade tém sido descritas em espécies do género
Caesalpinia. No Brasil seu uso ndo é bem difundido, diferente do que ocorre em outras partes
do mundo onde ja se conhece ha bastante tempo suas atividades e emprego no uso medicinal
(Kim et al., 2004).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antimicrobiano in vitro do extrato
etandlico bruto das flores de C. echinata Lam. frente a cultura de algumas bactérias e o fungo
Candida albicans.

MATERIAL E METODOS
Material boténico e obtencdo da matéria-prima

Amostras das flores de C. echinata foram coletadas no Campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/ PE, Brasil e posteriormente identificadas pela
botanica Dr® Marlene Barbosa. Uma exsicata foi depositada no Herbario UFP — Geraldo
Mariz da UFPE, sob o nimero 63.023. O material (1.104 g) foi pesado em balanca eletrénica
semi-analitica (modelo BG 400, Gehaka®).

Preparacao e concentracéo do extrato etandlico bruto das flores

O material botanico utilizado foi constituido pelas flores de C. echinata Lam. sob a
forma de extrato etandlico (EE) a 100%, obtido apds maceracao, concentrado em evaporador
rotativo (TE 120, Tecnal®, Brasil) acoplado a bomba a vacuo sob temperatura constante de
45-50°C para eliminacdo do solvente orgénico e obtengédo do extrato bruto.

Atividade Antimicrobiana
Cepas bacterianas

Foram utilizados neste estudo, linhagens bacterianas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulase negativo, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae que pertencem a colecdo de microrganismos do
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Laboratdrio de Microbiologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE (Tabela
1).

Preparacdo dos indculos

As culturas bacterianas inoculadas em Agar Muller-Hinton apés 24 horas de
incubacdo a 37 °C + 1 °C foram suspensas em 5 ml solucdo fisioldgica estéril e comparadas as
turvacdes do tubo 0,5 da escala McFarland (10° UFC.mlI™) (NCCLS, 2003).

TABELA 1. Relagéo dos microrganismos utilizados no teste de difusédo em agar.

Cadigo Cepa Origem
AM 103 Staphylococcus aureus ATCC 6538
AM 642 Staphylococcus aureus Secrecdo
AM 789 Staphylococcus coagulase

AM 245 negativo Secre¢do de Cateter
AM 997 Enterococcus faecalis Urina
AM 1056 Enterococcus faecalis ATCC 51299
AM 428 Pseudomonas aeruginosa Sangue
AM 206 :

Pseudomonas aeruginosa ATCC 14502

AM 247 Escherichia coli -
AM 1050 Escherichia coli ATCC 35218
AM 342 Klebsiella pneumoniae Secrecio
AM 379 Klebsiella pneumoniae

Secr. ferida cirlrgica
ATCC (American Type Culture Collection). AM (Colecdo de culturas microbianas do Laboratério de
Anaélises Microbioldgicas, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFPE.

Técnica de difusdo em pogos

O semeio dos inoculos foi realizado com swab de algoddo estéril na superficie da
placa de Petri contendo 20 ml de Agar Muller-Hinton, procedendo subseqiientemente a
perfuracdo asséptica dos po¢os com um dispositivo contendo cilindros metalicos esterilizados
de 6,0 mm de diametro. A seguir, os pocos foram completamente preenchidos com auxilio de
pipeta automatica na razdo de 100 uL do extrato etandlico bruto (EEB) das flores de C.
echinata utilizando intervalos de 12,5 mg/ml a 100 mg/ml (fator 2), além do antibidtico
Gentamicina (100 pg/ml) e o controle negativo DMSO (dimetilsufoxido) a 30%. Em seguida
foi colocado papel de filtro esterilizado na tampa de cada placa para reter a agua de
condensacdo. As placas foram incubadas a 37 °C £ 1 por 24 horas. As medidas dos halos de
inibicdo e seus resultados foram avaliados conforme os seguintes parametros: halos < 9 mm,
inativo; 9-12 mm, pouco ativo; 13-18 mm, ativo; > 18 mm, muito ativo (ALVES, 2000).
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Teste de difusdo em disco de papel

A atividade antimicrobiana do EEB das flores de C. echinata foi avaliada também pelo
método de difusdo em disco de papel (Bauer, 1966). O extrato foi testado frente a bactérias
Gram-positivas: Staphylococcus aureus (UFPEDA 01), Micrococcus luteus (UFPEDA 06),
Bacillus subtilis (UFPEDA 16) e Enterococcus faecalis (UFPEDA 138); Gram-negativas:
Escherichia coli (UFPEDA 224), Serratia marcescens (UFPEDA 398) e Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA 39); alcool-4cido-resistente: Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71)
e a levedura Candida albicans (UFPEDA 1007), obtidas da Cole¢do de Microrganismos do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os
microrganismos teste foram padronizados pela turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland em solucdo fisiologica, que corresponde a uma concentracdo de aproximadamente
10" UFC/mL para fungos e 10® UFC/mL para bactérias.

As bactérias foram inoculadas em Agar Mueller Hinton (S. aureus, B. subtilis, E. coli,
P. aeruginosa e S. marcescens) e em glicose extrato de levedura (E. faecalis e M. smegmatis).
Para a inoculacdo do fungo C. albicans foi utilizado o meio Sabouraud. Sobre a superficie do
meio, semeado com as suspensdes microbianas foram colocados discos de papel xarope
estéreis, de 6 mm de didmetro, impregnados com 10 pL da solucdo do EEB de modo que cada
disco ficou na concentracdo de 2.000 pg/mL. As placas foram incubadas entre 24 h e 48 h a
temperatura de 37 °C. Apos este periodo foi realizada a leitura dos resultados, pela medigédo
do didmetro do halo de inibicdo formado em volta do disco. Os testes foram realizados em
triplicata e os resultados expressos pela média aritmética dos didametros dos halos de inibicdo
em mm e calculado o desvio padrdo. Os antibidticos ampicilina, kanamicina e cetoconazol
foram utilizados no teste como padrdes, nas concentracdes de 10 pg/disco, 30 pg/disco e 300
pg/disco, respectivamente. Halos iguais e superiores a 10 mm foram considerados
significativos de atividade antibiotica (Awadh Ali et al., 2001; Bakshu et al., 2001; Khan et
al., 2001; Chowdhury et al., 2002; Nascimento et al., 2007).

RESULTADO E DISCUSSAO

O uso abusivo e indiscriminado de antimicrobianos tem proporcionado o surgimento
de resisténcia dos microrganismos aos farmacos de uso corrente e, como conseqiéncia, a
necessidade de se pesquisar novos produtos que possam substituir aqueles que ja ndo tém

eficacia (Masurani & Tavares, 2007).
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A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é considerada como um problema

inerente & terapia antimicrobiana, por este motivo é preciso sempre buscar novas fontes

terapéuticas. Testar produtos naturais pode ser uma medida alternativa importante para ajudar

a resolver esse problema de resisténcia (Silva et al., 2010).

O extrato etandlico bruto das flores de C. echinata apresentou atividade antibacteriana

contra bactéria Gram positivas (S. aureus, S. coagulase negativo e E. faecalis) e Gram

negativas (P. aeruginosa e E. coli) pelo método de difusdo em pogos (Tabela 2).

TABELA 2. Atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto das flores de C. echinata Lam. através do

método de difusdo em pogos.

Linhagens Extrato de C. echinata Gentamicina DMSO
Bacterianas (mg/mL) (ng/mL)
100 | 50 | 25 | 125 100 (30%)
Staphylococcus aureus
(AM 103) 19 16 13 11 32 _
Staphylococcus aureus
(AM 642) 18 16 13 11 28 _
Pseudomonas aeruginosa
(AM 428) 18 13 _ _ _ _
Pseudomonas aeruginosa
(AM 206) 14 11 _ _ 20 _
Klebsiela pneumoniae
(AM 379) _ _ _ _ 20 _
Klebsiela pneumoniae
(AM 342) _ _ _ _ 19 _
Staphylococcus coagulase
negativo 18 15 13 11 28 _
(AM 245)
Staphylococcus coagulase
negativo 18 16 13 11 34 _
(AM 789)
Escherichia coli
(AM 1050) 16 13 10 _ 20 _
Escherichia coli
(AM 247) 18 15 13 11 22 _
Enterococcus faecali
(AM 1056) 18 15 12 10 _ _
Enterococcus faecalis
(AM 997) 17 14 12 10 13 _

Halos de inibicdo (mm). Os tracos (—) indicam auséncia de halo de inibicdo. ATCC (American Type
Culture Collection). AM (Cole¢do de culturas microbianas do Laboratério de Analises Microbioldgicas,

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFPE. DMSO (dimetilsufoxido).
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Segundo Alves (2000), halos de inibicdo com didmetros menores que 9 mm sdo
considerados inativos, esses resultados ndo foram observados neste trabalho com excecdo
para K. pneumoniae que nao apresentou atividade em nenhuma concentracao testada.

Por outro lado, halos com diametros entre 9-12 mm sdo pouco ativos, com 13-18 mm
séo ativos e maiores que 18 mm sdo muito ativos. Os resultados obtidos enquadram-se na
categoria ativos quando a concentracdo de 100 mg/mL é considerado, com exce¢do da
bactéria S. aureus cujo halo de inibicdo foi de 19 mm (muito ativo). Observou-se uma
diminuicdo nos tamanhos dos halos quando a concentracdo do extrato é reduzida, ndo sendo
eficaz contra P. aeruginosa a partir de 25 mg/mL e E. coli em 12,5 mg/mL.

Né&o foram encontrados relatos na literatura sobre a atividade antimicrobiana das flores
dessa espécie, mas existem alguns estudos sobre os ramos e cerne. Freire (2004) demonstrou
gue o extrato etanolico dos ramos de C. echinata teve acdo contra bactérias, em especial as
Gram-negativas como Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, E. coli, e Baciillus cereus. Por
outro lado, os resultados encontrados por Silva (2006) diferem do autor citado. O extrato
etanolico do cerne de C. echinata mostrou-se totalmente inativo contra as espécies bacterianas
utilizadas E. coli , K. pneumoniae, P. aeruginosa.

A gentamicina é um antimicrobiano utilizado no tratamento de infec¢des causadas por
bactérias gram-positivas e gram-negativas (Skopnik, 1991). Os resultados desta pesquisa
indicaram essa atividade. Porém observa-se na Tabela 2 que esse farmaco utilizado como
padrdo, ndo foi capaz de produzir halos de inibicdo contra a cepa de P. aeruginosa (AM 428)
e de E. faecalis (AM 1056) diferente do extrato utilizado que formou halos de 18 mm na
concentracdo de 100 mg/mL para as duas espécies de bactérias.

O solvente DMSO utilizado como controle negativo ndo apresentou nenhuma
atividade antimicrobiana frente a qualquer microrganismo testado, demonstrando a
efetividade do ensaio.

Na Tabela 3, encontram-se os dados referentes ao teste de difusdo em disco de papel.
O extrato etanolico bruto das flores de C. echinata formou halos de inibi¢do (26 £ 1 mm)
apenas para a bactéria M. smegmatus. Embora tenham sido usadas algumas espécies de
bactérias semelhantes (S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa e E.coli) ao ensaio de difusdo em
pOGOS.

Das tecnicas utilizadas para determinacdo da atividade antimicrobiana, o teste de
difusdo em pocos apesar de empregar volumes maiores (100 ul) (Caetano, 2002), em relagédo

aos empregados nos discos de papel (10 ul) (Voravuthikunchai, 2005), tem a vantagem de
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propiciar maior facilidade de contato entre o extrato e os microrganismos testados, permitindo

assim, uma difusdo tanto radial como de superficie.

TABELA 3. Atividade antimicrobiana do extrato etanélico bruto das flores de C. echinata Lam. através do
teste de difus&o em disco de papel.

Linhagens Extrato de C. Kanamicina Ampicilina Cetoconazol
Bacterianas echinata (30 pg/disco) (10 pg/disco) (300 pg/disco)
(2.000 pg/disco)

Staphylococcus aureus _ 21+0,5 _ _
(UFPEDA 01)

Micrococcus luteus 33+0,5
(UFPEDA 06)

Bacillus subtilis 34+05
(UFPEDA 16)

Enterococcus faecalis 37+0,5
(UFPEDA138)

Escherichia coli 25+0,5
(UFPEDA 224)

Serratia marcescens 24 +0,5
(UFPEDA 398)

Pseudomonas
aeruginosa 21+1,0
(UFPEDA 39)

Mycobacterium
smegmatis 26+1,0 33+£0,5
(UFPADA 71)

Candida albicans 44 +£1,0
(UFPEDA 1007)

Halos de inibicdo (mm). Os tragos (—) indicam auséncia de halo de inibigdo. UFPEDA (Colecdo de culturas
microbianas do Departamento de Antibi6ticos da UFPE.

Outra explicacdo esta relacionada a dificuldade de difusdo do extrato no meio de
cultura. Bandeira et al. (1999) observou que a difusdo de produtos naturais pode estar

relacionada a sua hidrossolubilidade e a sua massa molecular.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas condi¢des deste estudo mostram que o extrato bruto das
flores de C. echinata possui potencial antimicrobiano sobre bactérias Gram-positivas (S.
aureus, S. coagulase negativo e E. faecalis) e Gram negativas (E coli e P. aeruginosa).
Quando comparados os dados da atividade antibacteriana do extrato utilizando a técnica de
difusdo em poco e o teste em disco de papel, foi observada uma discordancia entre as duas
técnicas analisadas, sendo que a primeira demonstrou melhores halos de inibicdo, frente as
bactérias testadas.

Este trabalho serve de subsidio a futuros experimentos que visem elucidar as
substancias ativas deste extrato bem como seu mecanismo de acédo e atividade antimicrobiana

frente a outros microrganismos.
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RESUMO

A pesquisa de novos produtos antitumorais € uma das principais areas estudadas atualmente.
Diversas instituicdes tém concentrado esforcos na busca de novos medicamentos mais
eficazes e seguros a serem utilizados no tratamento do céncer. Caesalpinia echinata Lam
(Fabaceae/Caesalpinoideae), € uma arvore considerada de valor histérico e econémico.
Utilizada popularmente como adstringente, tdnico e cicatrizante. O objetivo deste trabalho foi
investigar o efeito antitumoral do extrato etandlico bruto das flores de C. echinata Lam. O
procedimento foi realizado pelo método de Stock (1955) com inducdo de duas linhagens
tumorais — Carcinoma de Erhlich e Sarcoma 180. Para todos os testes foram usadas doses de
250 e 500 mg/Kg do extrato etanolico do referido vegetal (grupos tratados). Com base nos
resultados, pode-se concluir que o extrato da planta foi capaz de reduzir os pesos dos tumores
com indice de inibi¢cdo tumoral na maior dose de 78,5% para o Carcinoma de Erhlich. No

entanto, para o Sarcoma 180 o extrato nas referidas doses ndo apresentou inibicao tumoral.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer. Tumor sélido. Carcinoma. Sarcoma. Caesalpinia echinata

Lam.
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Antitumor activity of flowers of Caesalpinia echinata Lam against the Ehrlich carcinoma
and Sarcoma 180

ABSTRACT: The search for new anticancer products is one of the major areas currently
under study. Several institutions have concentrated efforts on finding new drugs more
effective and safe for use in cancer treatment. Caesalpinia echinata Lam.
(Fabaceae/Caesalpinoideae) is a tree with considerable historical and economic value.
Popularly used as an astringent, tonic and healing. This objective of this work was to
investigate the antitumoral effect of the ethanolic crude extract from the flowers of C.
echinata Lam. The procedure was performed by the method of Stock (1955) with the
induction of two tumor cell lines - Erhlich Carcinoma and Sarcoma 180. For all tests were
used doses of 250 and 500mg/kg of the ethanolic extract of that plant (test groups). Based on
this results, it was conclude that the plant extract reduce in the tumors weight with tumor
inhibition rates in the highest does of 78,5% to Carcinoma de Ehrlich. However, to extract the

Sarcoma 180 in those doses showed no tumor inhibition.

KEYWORDS: Cancer. Solid tumor. Carcinoma. Sarcoma. Caesalpinia echinata Lam

INTRODUCAO

O céancer é uma das maiores causas de morte no mundo e, por conseqiiéncia, tornou-se
uma preocupacado de saude publica. Considerando a situacdo atual, uma nova alternativa para
o tratamento do céncer é urgente, visto que muitas células malignas ndo respondem a
farmacoterapia disponivel ou até mesmo desenvolvem resisténcia a estes agentes (VECHIA et
al., 2009).

As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos nos
processos tumorais, muitos dos quais constituem modelos para a sintese de um grande namero
de farmacos. Assim, a selecdo de espécies vegetais para pesquisa e desenvolvimento baseada
na alegacdo de um dado efeito terapéutico, pode constituir em um valioso atalho para a
descoberta de novos farmacos mais efetivos, menos toxicos e/ou com novos mecanismos de
acao (OLIVEIRA et al., 2010).

O extrato bruto de plantas nativas brasileiras com estudos, in vivo e in vitro, tém
contribuido favoravelmente no processo de acdo antineoplasica podendo ser utilizado como
biomateriais de a¢do farmacolodgica eficiente (SENEL & McCLUER, 2004).
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Caesalpinia echinata Lam € uma arvore de porte médio, encontrada na costa atlantica
brasileira desde o Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro (AGUIAR & PINHO, 2007).
Algumas de suas propriedades terapéuticas tém sido descritas, sendo seu lenho adstringente,
secante, e odontoalgico (XAVIER, 1995; SILVA, 2001).

InformagOes das propriedades anticancerigenas do extrato das flores de C. echinata
sdo inexistentes, entretanto outras espécies do género ja possuem atividade comprovada
(NAKAMURA, 2002).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antitumoral do
extrato etandlico bruto das flores de C. echinata frente ao Carcinoma de Ehrlich e ao Sarcoma
180 implantados em camundongos albinos Swiss (Mus muscullus).

MATERIAL E METODOS
Material boténico e obtencdo da matéria-prima

Amostras das flores de C. echinata foram coletadas no Campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/ PE, Brasil e posteriormente identificadas pela
botanica Dr® Marlene Barbosa. Uma exsicata foi depositada no Herbario UFP — Geraldo
Mariz da UFPE, sob o nimero 63.023. O material (1.104 g) foi pesado em balanca eletrénica
semi-analitica (modelo BG 400, Gehaka®).

Preparacao e concentracéo do extrato etandlico bruto das flores

O material botanico utilizado foi constituido pelas flores de C. echinata Lam. sob a
forma de extrato etanélico (EE) a 100%, obtido apds maceracdo, concentrado em evaporador
rotativo (TE 120, Tecnal®, Brasil) acoplado a bomba a vacuo sob temperatura constante de
45-50°C para eliminacdo do solvente orgénico e obtengédo do extrato bruto.

Animais

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE (protocolo nimero 23076.011798/2010-17). O
processo experimental foi desenvolvido no Biotério do Departamento de Antibioticos da
UFPE (Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia Experimental) a partir da selecdo de

camundongos albinos Swiss (Mus muscullus) machos, com pesos e idade aproximados,
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divididos em grupos de seis animais cada, previamente marcados e pesados. Todos 0s animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em condic¢bes controladas de iluminagdo (ciclo

12 horas claro/escuro) e temperatura de 22 = 2 °C, com alimentacéo e agua ad libitum.
Transplante dos tumores

Para o implante dos tumores (Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180), foi retirada a
massa tumoral de um animal doador que foi transferida para outro recipiente e fragmentado.
Uma amostra com cerca de 3 mm de diametro foi introduzido na regido axilar do animal
receptor por via subcutanea de acordo com a metodologia proposta por Stock et al., 1955 e

Koniyama & Funayama, 1992.
Tratamento dos animais

Os animais induzidos com os fragmentos foram divididos em trés grupos: controle,
padrdo e tratado. Ao grupo controle foi administrado solucdo fisioldgica 0,9 %, o padréo
Metotrexato (10 mg/Kg) e ao grupo tratado, o extrato etanélico bruto (EEB) de C. echinata
Lam. nas doses de 250 mg/Kg e 500 mg/Kg, todos por via oral (v.0.). A quimioterapia foi
iniciada 48 horas ap06s o transplante dos tumores durante uma semana. Ao final do tratamento,
todos os animais foram pesados, sacrificados e os tumores extirpados, dissecados e pesados.
A inibicdo do crescimento tumoral foi calculada em comparacdo ao grupo controle apds

pesagem dos tumores com base na seguinte formula:

TWI% = C—C_:T x 100

Onde:
TWI = Percentual de inibicdo do peso do tumor
C = Média dos pesos dos tumores do grupo controle

T = Média dos pesos dos tumores do grupo tratado.
Médias de variagdes de peso

Para avaliar a variacdo de peso dos camundongos, foi calculada a diferenca entre o
peso final (apds os 8 dias de tratamento) e o peso inicial dos animais (peso que 0S mesmos
apresentavam no dia da inoculacdo do tumor). Os resultados obtidos foram expressos de
acordo com a media final (REBELLO, 2005).
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Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media * erro padrdo (e.p.m.). As diferencas entre
grupos foram analisadas através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste “t” de

Student. O nivel de significancia para rejeicao da hipdtese de nulidade foi sempre < 5%.

RESULTADOS

Inicialmente foi avaliada a massa corporal dos animais portadores de Carcinoma de
Erhlich e verificado que tanto os grupos tratados com o EEB de C. echinata nas doses de 250
e 500 mg/Kg bem como, os grupos controle e padrdo ndo apresentaram perdas significativas
durante o periodo experimental (Gréfico 1). As referidas doses dos grupos tratados foram

baseadas no valor da DLsg (5 % e 10 %, respectivamente).

Massa
Corpdrea (g)

ODia0
M Dia 8

Controle Padréao T1- 250 T2 -500
mg/Kg mg/Kg

Gréfico 1. Massa corporal média dos camundongos portadores de Carcinoma de Erhlich (n = 6) antes (Dia 0) e
apos (Dia 8) os tratamentos por v.0. com 0 EEB de C. echinata Lam. nas doses de 250 (T1) e 500 mg/Kg (T2),
Metotrexatao (Padrdo) e solugdo salina 0,9 % (Controle).

O grafico 2 representa os dados referentes a massa corporal média dos animais
portadores de Sarcoma 180 (S-180). Tanto o grupo controle como 0s grupos tratados com o
EEB de C. echinata nas doses de 250 e 500 mg/Kg aumentaram de peso entre o dia 0 e 0 8°
dia, porém essa variagdo ndo foi estatisticamente significativa. Em relagdo ao grupo padréo,

verificamos que ndo houve alteracdo de peso durante esse periodo.
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Gréfico 2. Massa corporal média dos camundongos portadores de Sarcoma 180 (n = 6) antes (Dia 0) e ap6s (Dia
8) os tratamentos por v.0. com o EEB de C. echinata Lam. nas doses de 250 (T1) e 500 mg/Kg (T2),
Metotrexatao (Padrdo) e solugdo salina 0,9 % (Controle).

O EEB de C. echinata, administrado por via oral, foi capaz de inibir
significativamente, em 75,30%, o crescimento do tumor solido Carcinoma de Ehrlich, em
camundongos com a dose obtida (250 mg/Kg) quando comparado com o grupo controle. Em
relacdo a de 500 mg/Kg, foi verificada inibicdo de 78,50%. O farmaco padrdo, Metotrexato

(10 mg/kg), inibiu o crescimento tumoral em 88,80 % (Grafico 3).

Controle

0 05 1 15 2 2,5 3 35 4

Meédia de Crescimento Tumoral

Grafico 3 - Comparagdo das médias de crescimento tumoral em camundongos, portadores de Carcinoma de
Ehrlich, tratados por v.0. com o EEB de C. echinata Lam. nas doses de 250 mg/kg (T1) e 500 mg/kg (T2),
Metotrexato (Padrdo) e solucdo salina 0,9% (Controle). Os valores representam a media + desvio padréo.
* P <0,05 comparado os grupos tratados com o controle. Teste “t” de Student (n = 6/grupo).
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Para S-180, o tratamento com o EEB de C. echinata por via oral, em camundongos
ndo demonstrou reducdo na média de peso tumoral na dose de 250 mg/Kg. Entretanto, os
animais tratados com a dose mais elevada (500 mg/Kg) ndo apresentaram inibicdo tumoral
em relacdo ao grupo controle. O Metotrexato (10 mg/Kg) atingiu indices de inibicéo

significativo na ordem de 76 %.

T2-500 mg/kg

T1-250 mg/kg

Padréao

Controle

0 05 1 15 2 25 3

Meédia de Crescimento Tumoral

Grafico 4 - Comparacdo das médias de crescimento tumoral em camundongos, portadores de Sarcoma 180,
tratados por v.0. com o EEB de C. echinata Lam. nas doses de 250 mg/kg (T1) e 500 mg/kg (T2), Metotrexato
(Padréo) e solucéo salina 0,9% (Controle). Os valores representam a media + desvio padrdo. * P <0,05
comparado os grupos tratados com o controle. Teste “t” de Student (n = 6/grupo).

DISCUSSAO

De acordo com o grande numero de aplica¢cdes farmacoldgicas de substancias oriundas
de plantas, recentes trabalhos tém investigado as atividades anti-tumorais desses produtos
naturais (KIDD, 2000; ALVES et al., 2004). Esses fatores somados ao limitado efeito dos
medicamentos sintéticos em doencas crénicas tém estimulado a pesquisa de plantas
medicinais como alternativa terapéutica, com resultados bastante satisfatérios (RATNER &
BRYANT, 2004).

Os protocolos realizados com ensaios pré-clinicos tém contribuido para investigar 0s
diversos aspectos relacionados aos processos neoplasicos em humanos. O modelo animal para
0 estudo de tumores ganhou um novo impulso, na Ultima década, ap0s constatar-se que 0s
mesmos desenvolvem o cancer por motivos semelhantes aos humanos (QI & XU, 2006).

Pardmetros ponderais, como por exemplo, alteragdes da massa corpérea € de extrema

importancia para monitorar os efeitos de tratamento com drogas anti-neoplasicas, embora em
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ambos os tipos tumorais (S-180 e Carcinoma de Ehrlich) esses dados ndo sofreram variagoes
significativas (BEZERRA et al., 2006).

Como demonstrado nos resultados, o EEB de C. echinata Lam apresentou atividade
quando utilizado no tratamento do Carcinoma de Ehrlich. Esse tumor é um modelo
experimental transplantdvel de origem epitelial que cresce rapidamente, apresenta um
comportamento muito agressivo e tem sido amplamente citado na literatura para investigagdo
das propriedades antitumorais de novos agentes terapéuticos (AJITH & JANARDHANAN,
2003; KANENO et al., 2004; MELO et al., 2004). Verificamos que a dose mais elevada
apresentou maior inibicdo, mostrando claramente que efeito do EEB, nesse caso é dose-
dependente.

A atuacdo do EEB de C. echinata Lam frente a linhagem sarcomatosa mostrou-se
inativa. S-180 é um tumor que invade musculo esquelético, tecido adiposo, nervos e vasos
sanguineos (STEWART et al., 1959). Apesar de seu comportamento agressivo local, esse
tumor ndo produz metéstases (KURASHIGE & MITSUHASHI, 1982). Cresce rapidamente
em 90 a 100% dos animais inoculados, e é considerado uma das linhagens mais
freqlientemente utilizadas em pesquisas de avaliacdo da atividade antitumoral in vivo (PITA,
2010).

Foi observado, crescimento tumoral para S-180, no grupo tratado com a dose de 500
mg/Kg do EEB, sugestivo de sinergismo entre compostos quimicos ou a existéncia de
substancias indutoras. Ming (1999) relatou a presenca de determinadas substancias em
plantas, com potencial indutor de mitoses, sendo, portanto, estimulantes da divisao celular.

Segundo Silva (2006) o extrato etandlico bruto de cerne de C. echinata Lam
apresentou maior atividade quando utilizado no tratamento do Carcinoma de Ehrlich
(90,40%) em relacdo ao S-180 (73,65%) pela via intraperitoneal.

Outro estudo, realizado com o extrato etanolico das folhas de C. echinata Lam. frente
ao S-180 apresentou inibicdo tumoral de 99,4% quando administrado pela via oral
(GRANGEIRO, 2009).

Os dados obtidos nesse trabalho diferem dos autores acima citados em relagdo a
espécie vegetal apresentar inibi¢do tumoral frente ao S-180. Uma possivel explicacdo para 0s
resultados obtidos seria 0 efeito antitumoral de determinados constituintes do extrato
etanolico de C. echinata Lam. como terpenos, flavonoides e taninos estarem atuando
isoladamente ou em sinergismo, uma vez que essas classes de compostos tém pronunciadas
atividade anti-cancer ja testadas (CAl et al, 2004, FERNANDES et al., 2005; KUO, 1996). A
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outra seria a diferenca de ag&o do extrato de C. echinata frente as duas linhagens tumorais por
possuirem origem e fisiologia diferente. Vale ressaltar que tumores do tipo sarcomatoso séo
dificeis de tratar, isto porque ele afeta regides como tecidos 6sseo e musculos (ALMEIDA et
al., 2005).

CONCLUSAO

Pode-se concluir que o extrato etanolico bruto das flores de C. echinata Lam.
apresentou inibicdo tumoral significativa em relacdo ao grupo controle apenas para o
Carcinoma de Ehrlich. Sugere-se, no entanto, um estudo mais detalhado utilizando outras vias

de administracdo do extrato, bem como a utilizacdo de outras linhagens tumorais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise dos resultados obtidos a partir dos objetivos propostos e sob as condigdes

que foram realizados os procedimentos, permite as seguintes consideracoes:

= A prospeccdo fitoquimica do extrato etanolico bruto das flores de C. echinata Lam.
indicou a presenca de flavonoides, terpenos e esterdides, agucares redutores e

proantocianidinas condensadas;

= De acordo com o valor obtido na DLsp (1.825 mg/Kg), o vegetal estudado apresenta

toxicidade moderada quando administrado por via intraperitoneal;

= O extrato etanolico das flores de C. echinata Lam apresenta baixa toxicidade por via

oral;

= Quanto a avaliacdo microbiologica, o extrato etanolico de C. echinata Lam.
apresentou atividade antimicrobiana nas concentracdes testadas frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus coagulase

negativo, Escherichia coli e Enterococcus faecalis;

= Em relacdo a capacidade de inibir o desenvolvimento tumoral, o extrato etandlico
bruto de C. echinata Lam nas doses de 250 e 500 mg/Kg apresentaram reducéo
significativa dos pesos dos tumores frente ao Carcinoma de Ehrlich de 75,3% e 78,5%,

respectivamente.
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APENDICE A — Placas Cromatograficas

Flavandides

Figura 1. Cromatograma de flavondides em A — Extrato metan6lico das flores; B — Extrato metanolico das
folhas.

Proantocianidinas
condensadas

Figura 2. Cromatograma de taninos em A — Extrato etandlico das flores; B — Extrato metanélico das flores e C —
padrdo casca da jurema.



94

APENDICE B — Placas Cromatogréaficas

[ — sitosterol

B —amirina

Acido ursélico

Figura 3. Cromatograma de triterpenos e ester6ides em A — Extrato metandlico das flores; B — Padrdo (acido
ursolico, B — sitosterol e B — amirina)

Glicose ——— 5
Maltose ———

(-

Figura 4. Cromatograma de agucares redutores em A — Extrato metandlico das flores; B — Padréo glicose; C —
Padrdo xilose; D — Padrdo maltose e E — Padréo sacarose + arabnose.
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APENDICE C — Tabela de Toxicidade Aguda/Via Intraperitoneal

Tabela 01 — Sinais clinicos da toxicidade aguda, observada em camundongos albinos Swiss
machos, tratados com diferentes doses do extrato etanolico bruto de Caesalpinia echinata Lam.,
por via intraperitoneal.

Parametros Dose (mg/Kg)
1.000 1.200 1.650 2.160
Estimulante
Reacdo de fuga ++ ++ +++ +++
4 Freqtiéncia respiratoria - + + ++
Sibilo - + + +
Movimentos estereotipados ++ ++ +++ +++
Tremores finos/grosseiros + ++ ++ +H+
Movimentos circulares +++ +++ +++ F++
Agitacédo - + + +
Postura em garra - + ++ ++
Movimentos de vibrissas + ++ +++ F++
Saltos ++ ++ ++ ++
Postura de ataque - + ++ ++
Erecgdo de cauda + + ++ 44
Piloerecdo ++ +++ +++ +H+
Ondulagdes/fasciculagdes na cauda - ++ ++ +H+
Expanséo do pavilh&o auricular + ++ +++ +4++
Depressao
Prostracéo - - - -
Alteracdo de Marcha ++ ++ ++ -
Postura estatica + ++ ++ ++
Sonoléncia - - - -
Abaixamento do trem posterior + + + +
Dispnéia - - - .
Outros
Edema de focinho - - - 44
Refluxo + ++ ++ ++
Espasmos + ++ ++ ++
Petéquias - - - .
Palidez + + + +
Excrecéo fecal ++ ++ +++ +++
Distensédo abdominal +++ +++ +++ +++
Contorgoes +++ +++ +++ +++
Diurese + + ++ ++
Lacrimejamento - - - -
Coceira - - + ;
Agressividade - + + +
Hipertrofia testicular - - - R
Exoftalmia - - - -
N° de Obitos 0 3 5 6

- = semefeito + = efeitoleve ++ = efeito moderado +++ = efeito acentuado
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APENDICE C — Tabela de Toxicidade Aguda/Via Oral

Tabela 02 — Sinais clinicos da toxicidade aguda, observada em camundongos albinos Swiss
machos, tratados com diferentes doses do extrato etanolico bruto de Caesalpinia echinata Lam.,
por via oral.

Parametros Dose mg/Kg
2.000 4.000 5.000

Estimulantes

Reacdo de fuga +++ +++ +++
4 Freqiiéncia respiratoria + ++ ++
Sibilo + ++ ++
Movimentos estereotipados +++ ++ +++
Tremores finos/grosseiros + ++ ++
Movimentos circulares ++ + ++
Agitagédo + - -
Postura em garra ++ ++ +++
Movimentos de vibrissas + ++ ++
Saltos + - -
Postura de ataque - - -
Erecdo de cauda + + +
Piloeregéo ++ ++ ++
Ondulagdes/fasciculagdes na cauda - + +
Expansédo do pavilhao auricular ++ ++ ++
Depresséo
Prostracéo ++ ++ ++
Alteracdo de Marcha ++ - -
Postura estatica + ++ ++
Sonoléncia - ++ ++
Abaixamento do trem posterior + + +
Dispnéia - - -
Outros
Edema de focinho +++ - -
Refluxo ++ ++ ++
Espasmos ++ ++ ++
Petéquias + + +
Palidez + - -
Excrecéo fecal ++ ++ ++
Distensdo abdominal - + +
Contorcodes - - -
Diurese ++ ++ ++
Lacrimejamento - + -
Coceira + + ++
Agressividade + - -
Hipertrofia testicular + - -
Exoftalmia - - ++
N° de Obitos 0 0 0

- = semefeito + = efeitoleve ++ = efeito moderado +++ = efeito acentuado






ANEXO A - Folha de aprovacdo do Comité de Etica

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 81) 2126 8350 \\
www.ccb.ufpe.br

Recife, 16 de Novembro de 2010.
Oficio n® 322/10

Comisso de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.: Ivone Antonia de Souza

Departamento: Departamento de Antibiéticos

Processo n°® 23076.011798/2010-17

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Avaliagdo da Atividade Farmacolégica de Caesalpinia echinata Lam.
(Flores)”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem

realizados.

Observagéo: Origem dos animais: Biotério do Depto de Atenciosamente,

Antibidticos da UFPE; Animais: Camundongos e ratos; S

linhagem: Ratos Wistar e camundongos albinos Swiss; \3 Ol

machos; Idade:Ratos com aproximadamente 90 dias e .
camundongos com 60 dias; N° de Animais previsto no ﬁPfOfa.MaﬂaTeresa sem

projeto:70(setenta) camundongos e 25(vinte e cinco) ratos. a Presidente do CEEA
PE

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO B - Tabela utilizada na abordagem fitoquimica

Sistemas cromatogréficos

Caesalpinia echinata Lam.

e reveladores utilizados para a prospeccdo fitoquimicos de

METABOLITOS | FASE MOVEL | REVELADOR REFERENCIA
Alcaldides A-A-A-A Dragendorff Wagner, 1996.
Cumarinas T-E-A UV-KOH 5% Wagner, 1996.

Derivados Cinamicos A-A-A-A UV-NEU Wagner, 1996.
Fenilpropanoglicosideo A-A-A-A UV-NEU Wagner, 1996.
Flavonoides A-A-A-A UV-NEU Wagner, 1996.
Proantocianidina A-A-A-A Vanilina Cloridrica | Robertson, 1955.
Taninos Hidrolisaveis T-E-A UV-NEU Xavier, 2001.
Terpenos menores T-A (3%) Vanilina Sulfarica Wagner, 1996.
Terpenos maiores T-A (10%) Lierbermann Sharma, 1991.
Iridoides A-A-A-A Vanilina Sulfarica Harbone, 1998.
Saponosidos A-A-A-A Anisaldeido Wagner, 1996.
Acucares redutores A-B-T TTZ Walenfels, 1950.

A-A-A-A — AcOEt-OHCOOH-AcOH-H,0 (100:11:11:26), T-E-A — Tolueno-Et,O (1:1: sat ACOH 10%),
T-A (3%) — Tolueno-Acetato de etila (3%) (97:10), T-A (10%) — Tolueno-Acetato de etila (10%) ( 90:10),
A-B-T — (Me2CO-n-BuOH-Tampéo fosfato pH 5,0) (5:4:1), NEU — (Sol. 1% de difenilboriloxietilamina
em MeOH), UV — ultravioleta 365 nm, TTZ — Cloreto de trifeniltatrazdlico (4% em MeOH), Kedd — Sol.
3% de Ac. 3,5 dinitrobenzdico em EtOH), Dragendorff — Segundo Munier e Machebolerf.



