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RESUMO

A Caesalpinia echinata Lam. é uma arvore nativa da Mata Atlantica pertencente a familia
Fabaceae, subfamilia Caesalpinnoidea, conhecida popularmente, como pau-brasil. A espécie
se destaca hoje na lista de ameacadas de extin¢do devido a sua intensa exploracdo. Desde a
época da colonizagdo sua madeira foi utilizada na construcdo de navios e na extracdo de um
corante bastante usado no tingimento de tecidos. Até os dias atuais vem sendo utilizada para a
construcdo de violinos. Além do potencial ornamental, o pau-brasil possui diversas
propriedades medicinais, sendo utilizada desde para o tratamento de diarréias até o diabetes.
Considerando que a planta ja demosntrou fortes indicios de que possui componentes com
propriedades terapéuticas e que, na literatura, poucos registros foram encontrados sobre sua
acao farmacoldgica, em especial das sementes. O presente trabalho objetivou avaliar a acdo
bioldgica (toxicoldgica, antimicrobiana e antineoplasica) do extrato etandlico bruto das
sementes de Caesalpinia echinata Lam. O estudo toxicolégico foi realizado através de ensaio
de toxicidade aguda utilizando camundongos e Artemia salina. O extrato foi administrado por
via intraperitoneal em camundongos fémeas com o objetivo de determinar a DLsp, Os animais
receberam doses entre 350 e 4.500 mg/Kg e até a maior dose ndo foi observada letalidade,
impossibilitando o calculo da DLs, desta forma o extrato foi considerado de baixa toxicidade.
Embora ndo tenham ocorrido 6bitos, 0 extrato provocou a ocorréncia de sinais clinicos nos
animais. Para o teste com Artema salina, foram testadas diluicdes do extrato em agua do mar
com concentracdo final entre 50 a 1.000 pg/ml. Apds 24 horas de contato das larvas com as
solucBes, ndo houve 6bitos nas larvas em nenhum dos tubos, o que pode ser considerado
como auséncia de toxicidade ou baixa toxicidade. O estudo antimicrobiano foi realizado pelo
método de difusdo em disco, com bactérias gram-positivas, negativas e uma levedura. O
extrato de C. echinata demonstrou-se pouco ativo frente a Staphylococcus aureus, ndo
havendo inibi¢do em relagdo aos demais micro-organismos testados. A avaliagdo antitumoral
foi realizada com utilizacdo de tumores solidos em camundongos fémeas tratados por via
intraperitoneal durante 7 dias e ao final os animais foram sacrificados, os tumores pesados e
0s percentuais de inibicdo calculados. Os testes demonstraram que 0 extrato possui efeito
antitumoral frente as duas linhagens tumorais estudadas, em especial no carcinoma.

Palavras chave: Caesalpinia echinata, pau-brasil, toxicidade aguda, atividade

antineoplasica, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The Caesalpinia echinata Lam. is a tree native to the rainforest belonging to the family
Fabaceae, subfamily Caesalpinnoidea, popularly known as Brazil wood. The species stands
today in the list of endangered species due to its intense exploration. Since the time of
colonization its wood was used for ship building and it extracted a dye widely used in the
dyeing of fabrics. Up to the present day has been used for the construction of violins. Besides
the ornamental potential, Brazil wood has many medicinal properties, being used since for the
treatment of diarrhea to diabetes. Taking into account that the plant has shown strong
evidence that has compounds with therapeutic properties and that, in the literature, few
records are found on their pharmacological properties, especially the seeds, this study aimed
to evaluate the biological action (toxicological , antimicrobial and anticancer) of crude
ethanolic extract of seeds of Caesalpinia echinata Lam. The toxicological study was
performed through acute toxicity test using mice and brine shrimp. The extract was
administered intraperitoneally into female mice in order to determine the LDso. Doses
between 350 and 4500 mg/kg were administered and even the highest dose was not observed
mortality, preventing the calculation of LDsp, so that the extract has been considered of low
toxicity. Although no deaths occurred, the extract led to the occurrence of clinical signs in the
animals. To Artemia salina test, dilutions of the extract in sea water were tested with final
concentration of between 50-1000 g/ml. After 24 hours of contact between the solution and
larvae, no death was observed at any of the tubes, which may be considered low or no
toxicity. The antimicrobial study was conducted by disk diffusion method, using Gram-
positive, negative and a yeast. The extract of C. echinata showed partial activity against
Staphylococcus aureus, no inhibition compared to other micro-organisms tested. The
antitumor evaluation was performed with the use of solid tumors in female mice. Treatment
was administered intraperitoneally for 7 days and at the end the animals were sacrificed, the
tumors weighed and the percentage inhibition calculated. The tests showed that the extract has
antitumor activity against the two tumor cell lines studied, especially in carcinoma.

Key words: Caesalpinia echinata, Brazil wood, acute toxicity, antineoplastic activity,

antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos remotos, os produtos naturais tiveram fundamental participagdo no
desenvolvimento das civilizagdes como fonte de alimentos, vestuario, ferramentas, adornos,
combustiveis e medicamentos. A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos é relatada desde a
antiguidade, sendo considerada a primeira forma de tratamento usada pelo homem e € ainda
hoje a base da medicina tradicional em muitos paises (BADKE et al, 2011; SAHOO;
MANCHIKANTI; DEY, 2010; CARVALHO; SILVEIRA, 2010).

Em consequéncia ao grande desenvolvimento da Medicina e da Quimica, dentre
tantos outros, observados apds a Segunda Guerra Mundial, os medicamentos sintéticos foram
substituindo gradativamente a utilizacdo da medicina tradicional, levando ainda a uma
reducdo do interesse pela pesquisa e desenvolvimento dos produtos farmacéuticos de origem
natural. Porém, nos Ultimos anos tem ocorrido uma revalorizacdo desses produtos pela
industria, incrementado pelo aumento de seu uso pela populacdo que busca opcdes aos
medicamentos alopéticos objetivando, entre outros motivos, uma melhor qualidade de vida
(ALMEIDA; PINTO, 2011; BELLO; MONTANHA; SCHENKEL, 2002; TAUFNER;
FERRACO; RIBEIRO, 2006)

As plantas sdo consideradas fontes promissoras de moléculas para o tratamento de
vérias patologias, entre elas o cancer, enfermidade cada vez mais comum em todo o mundo,
podendo ser empregadas diretamente como tratamento ou como modelo para sintese de pro-
farmacos. O desenvolvimento de novos agentes terapéuticos antineoplasicos a partir de
plantas tem sua importancia justificada na busca por medicamentos cada vez mais potentes e
menos tdxicos que os convencionais atualmente utilizados, que sejam mais eficazes e
seletivos (BRANDAO et al, 2010).

O desenvolvimento de resisténcia microbiana é uma preocupacdo constante no
tratamento de doencas infecciosas, sendo uma das principais causas de aumento da morbidez,
mortalidade e custos de cuidado médico. Nas ultimas décadas, varios antimicrobianos foram
desenvolvidos pela indUstria farmacéutica, porém, a resisténcia dos micro-organismos a essas
drogas se desenvolve rapidamente gerando inseguranca em relagdo ao futuro do tratamento
desse tipo de enfermidade (ANG; EZIKE; ASMAR, 2004; CABRERA; GOMEZ; ZUNIGA,
2007; ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Desta forma, a busca por produtos vegetais com elevada

atividade antimicrobiana € de extrema importancia, pois acende a possibilidade de encontrar
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compostos com atividade muito superior aos medicamentos disponiveis (PEREIRA et al,
2004).

O Brasil, devido a sua grande biodiversidade, possui um enorme potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos a partir de vegetais. Assim, pesquisas tem sido
desenvolvidas no pais objetivando a obtencdo de medicamentos com uma maior eficacia,
qualidade e com menores custos, com o intuito de encontrar alternativas na superacdo da
dependéncia externa, ja& que a grande maioria dos farmacos utilizados no pais é fruto de
importagdes ou producbes multinacionais (BENINI et al, 2010; CALIXTO, 2003;
SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2004). Porém, apesar da diversidade de espécies
vegetais, a maioria delas é desconhecida sob o ponto de vista cientifico, principalmente em
relagdo a flora nacional, pois, infelizmente, o interesse e investimentos para estudos que
objetivam a avaliacdo de atividade bioldgica de plantas ainda ocorrem com maior intensidade
em paises desenvolvidos (LAZA; RODRIGUEZ; SARDINA, 2003; YUNES; PEDROSA;
CECHINEL FILHO, 2001).

O pau-brasil, arvore nativa da Mata Atlantica, possui entre outras propriedades, a a¢do
antitumoral e antimicrobiana de extratos obtidos a partir de suas folhas, flores e cerne,
também presentes em outras plantas pertencentes a mesma familia (Fabaceae). Pouco se sabe
sobre as caracteristicas farmacologicas de suas sementes ja que as pesquisas cientificas
envolvendo essa espécie tratam geralmente de aspectos botanicos e agrondémicos devido a sua
condicdo de espécie ameacada de extin¢do (BASTOS, 2011; FREIRE M. F, 2004)

Alicercados nos fatores pré-descritos, justificou-se a proposta deste protocolo
experimental de pesquisa, cujo objetivo foi investigar a acdo farmacol6gica e atividade
antimicrobiana das sementes de Caesalpinia echinata Lam. frente a tumores induzidos em
camundongos e micro-organismos padrdo, uma vez que a espécie em questdo possui um

grande potencial terapéutico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

A origem do conhecimento do homem sobre as propriedades medicinais das plantas
confunde-se com sua propria historia ja que essas sdo utilizadas, desde os primdérdios da
humanidade, como alimento e no tratamento de varias doengas (BENDAZZOLI, 2000;
CALIXTO, 2000; NOVAIS et al., 2003).

Ha indicios de que flores possam ter sido utilizadas com fins medicinais pelos homens
de Neanderthal que habitavam o Iraque ha 60.000 anos, época dos Homo sapiens.
Inicialmente foi evidenciada a presenca de polen nos dentes desses ancestrais, prova de que
vegetais poderiam também fazer parte de sua dieta, contrariando a idéia inicial de que sua
alimentacdo era essencialmente carnivora. Tempos depois, seu potencial terapéutico foi
comprovado, levantando a suspeita de que poderiam ter sido utilizadas intencionalmente para
este propoésito (LIETAVA, 1992; SOURROUILLE et al, 2009).

A transmissdo dos conhecimentos sobre plantas medicinais, antes do surgimento da
escrita, se realizava oralmente. Os primeiros escritos sobre o assunto datam de
aproximadamente 3000 anos a.C.. Eram placas de barro com origem na Sumeéria e Babilbnia,
escritas em caracteres cuneiformes por ordem do rei assirio Ashurbanipal. Nelas, sdo
descritas mais de 1000 substancias derivadas de plantas, entre elas o Cedro, Alcaguz, Mirra e
Papoula, cujas propriedades sao utilizadas até hoje para tratamento das mais variadas doencas.
Atualmente essas placas encontram-se expostas no “British Museum”, em Londres (CUNHA,
2008; NEWMAN, 2000).

Porém, supde-se que o uso de plantas é anterior na Asia, principalmente na China,
onde a pratica da Medicina Herbal remonta a mais de 5000 anos, sendo o pais com mais longa
e ininterrupta tradicdo com ervas. Conta a historia que o Imperador Shen Nung ou Imperador
Yan, fundador da Medicina Chinesa, em 2838 a.C estudou a aplicacdo medicinal de centenas
de ervas e experimentou os efeitos das drogas em si mesmo. O registro dessas experiéncias &
compilado na obra Pen T’sdo, que lista mais de 350 drogas vegetais. Logo depois, em 2798
a.C., o Imperador Huang Ti ou Imperador Amarelo, inventor dos principios da medicina
chinesa, mencionou 252 plantas em seu “Canone das Ervas”. No século Il da Era Crista,

Chung-ching, considerado o Hipocrates chinés ja escrevera 222 ensaios, 397 notas e 113
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prescri¢coes e no seculo VII, Sun Ssu-moh (581-682 d.C.), j& havia estudado mais de 1074
plantas, 443 substancias animais e 11.091 medicamentos, deixando a disposicao da populacao
chinesa, uma lista conhecida como os “500 remédios de ouro” (APUNTE, 2008; BRAGA,
2011; MCCLEDON, 1934; NOGUEIRA; MONTANARI; DONNICI, 2009).

No Egito antigo, as principais fontes de informagOes sobre a medicina local foram
deixadas escritas em papiros. O mais famoso deles, o Papiro de Ebers, data de 1550 a.C.. Com
comprimento superior a 20 metros, trata de mais de 7000 substancias medicinais incluidas em
800 formulas quantitativas em escrita Hieratica. Possui esse nome em homenagem a Georg
Ebers (1837-1898), egiptdlogo alem&o nascido em Berlim que foi o primeiro a estuda-lo em
1875. Este papiro conserva-se atualmente no museu da Universidade de Leipzig, na
Alemanha. Sua autoria € atribuida por alguns autores a Imhotep, o primeiro medico egipcio a
tratar doencas utilizando plantas. Além da cura, os egipcios empregavam plantas no famoso
método de preparo das mdmias, que até hoje ndo esta totalmente elucidado (AGUIAR, 2010;
BRAGA, 2011; DIAS, 2005).

Entre os anos de 1500 e 800 a.C, a histéria da medicina na india passava por um
periodo denominado periodo védico onde as informacdes eram derivadas principalmente dos
Vedas (palavra que significa conhecimento), conjunto de 4 livros sagrados. Em um deles, o
Atarva-veda, além de varias doencas, havia também registros de 760 plantas medicinais. J& no
Charaka, um dos trés livros classicos da medicina indiana escrito no inicio da Era Cristd, mais
de 500 remédios foram catalogados e divididos em grupos de acordo com a natureza de sua
acao (AGUIAR, 2010)

Os Gregos e Romanos também se utilizaram das plantas medicinais para tratamento de
males, difundindo seus conhecimentos e adquirindo novas praticas sobre o assunto em cada
territério conquistado. Na Grécia Antiga, Hipocrates (460-377 a.C.), considerado o “Pai da
Medicina”, elaborou a obra Corpus Hipocratium, na qual reunia informagdes sobre doencas e
aconselhava medicamentos vegetais. Ja no inicio da Era Crista, aproximadamente em 78 d.C.,
Dioscorides descreve 600 drogas vegetais incluindo seu emprego terapéutico em seu “De
Materia Medica”. Porém, os gregos ndo as utilizavam apenas na medicina terapéutica,
fazendo uso também de sua toxicidade para execucdo de condenados a morte, como ocorreu
com o filésofo Socrates, executado no ano de 399 a.C através da ingestdo de um extrato
vegetal (GOMES, 2011; MARTINS et al, 2003; NETO; CAETANO, 2005).
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A ascensdo e queda do império Romano assim como o fortalecimento da Igreja
Catdlica durante a ldade Média fizeram com que a busca pelo conhecimento cientifico e
estudo sobre as plantas medicinais se estagnassem durante um longo periodo. Muitas
informacdes ja existentes foram perdidas e 0 que restou so foi recuperado no inicio do século
Xl com o surgimento das Escolas de Salerno e Montpelier, na Europa (BRAGA, 2011;
MARTINS et al, 2003).

O primeiro herbério do continente Americano data do século XVI. E o Manuscrito
Badanius, de origem Asteca. Os primeiros imigrantes trouxeram para as Américas mudas e
sementes de suas ervas preferidas, que logo se misturaram as ervas nativas (BRAGA, 2011).

No Brasil, a pratica da medicina natural origina-se nos povos indigenas que antes da
colonizacdo j& utilizavam largamente as plantas no combate a vérias doencas. Baseados
nesses conhecimentos, os jesuitas, em especial o padre José de Anchieta, formularam receitas
a base de plantas medicinais para o tratamento de doencas, as quais foi atribuido o nome de
“Boticas dos Colégios”. Nessa época, o conhecimento acerca do tratamento era dominado
pelos Pajés, que empregavam 0s compostos vegetais em rituais para a cura. Estas informacdes
foram repassadas de geracdo a geracdo sendo incorporadas aos dados europeus trazidos pelos
colonizadores. Um pouco mais tarde, a cultura africana foi adicionada a toda essa gama de
informacBes formando, entdo, a base do conhecimento sobre ervas medicinais no Brasil
(BRAGA, 2011; LAMEIRA; PINTO, 2008; NETO; CAETANO, 2005).

O tratamento a base de ervas é a mais lucrativa pratica da medicina tradicional no
mercado internacional. O faturamento anual chega a ordem dos bilhdes de doélares. Nos EUA,
no ano de 2000, o setor movimentou 6,6 bilhdes. Na Europa Ocidental, entre 2003 e 2004,
arrecadou-se 5 bilhdes. Na China, as vendas de produtos totalizaram US$ 14 bilhdes em 2005.
No Brasil, no entanto, a receita auferida com o comercio de ervas foi apenas de 160 milhdes
de dolares em 2007, um valor modesto para suas dimensdes, o que reforca que o pais
necessita ainda de estimulos para que a grande variedade de suas plantas medicinais se
transforme em produtos de alto valor agregado e com grandes repercussdes sobre o
desenvolvimento econdmico sustentavel do pais (PINTO et al, 2002; RODRIGUES;
NOGUEIRA, 2008; WHO, 2008).

Em maio de 1978, a Organizacdo Mundial de Saude, reconheceu a importancia das

plantas medicinais nos cuidados de salde, considerando seu valor terapéutico. A partir dessa
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iniciativa, ocorreu um estimulo para utilizacdo de ervas, que vém seduzindo a cada ano mais
adeptos nos paises desenvolvidos (PINTO et al, 2002).

No ano de 2006, duas politicas apresentaram diretrizes que incentivam a pesquisa e
desenvolvimento com relagdo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos, a Politica Nacional
de Préticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Salde (SUS), aprovada
através da Portaria Ministerial MS/GM n° 971 de 03 de maio de 2006 e a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, publicada através do Decreto n° 5.813 em 22 de junho de
2006. Ambas apontam medidas para a valorizagédo e reconhecimento desse recurso terapéutico
com qualidade, seguranca e eficacia a populacdo, incentivando seu acesso aos usuarios do
SUS (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b).

Devido a relativa facilidade para aquisicdo das plantas medicinais, a sua eficacia aliada
a um baixo custo operacional, sua utilizacdo nos Programas de Atencdo Priméaria a Saude
pode se constituir numa alternativa terapéutica muito Util, e por esta razéo ja esta incorporada
aos varios Programas de Fitoterapia como opcao terapéutica eficaz e pouco onerosa (MATOS,
1994; SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).

O uso de plantas medicinais € de grande relevancia para a Salde Publica,
representando em todo o mundo aproximadamente 30% do total de produtos consumidos com
finalidade terapéutica. Nos paises desenvolvidos, essa utilizacdo ocorre como um tratamento
alternativo, para os que buscam nos medicamentos naturais menores efeitos colaterais e uma
menor toxicidade, apesar de nem sempre ser uma verdade. Porém, em alguns paises, 0s
medicamentos a base de ervas sdo a Unica opcdo de tratamento. Em parte da Asia e Africa,
80% da populacdo depende da medicina tradicional para cuidados de satde primarios e este é
0 Unico recurso terapéutico de parcela da populacgdo brasileira e de mais de 2/3 da populagéo
do planeta (DI STASI, 2007; PINTO et al, 2002).

Muitas sociedades tradicionais possuem um enorme conhecimento sobre propriedades
medicinais das plantas, boa parte proveniente de recursos vegetais encontrados em ambientes
nativos, cultivados e/ou alterados pela propria populacdo. A constatacdo de que a base do
conhecimento empirico acumulado por essas populacdes, ao longo de séculos, pode ser
comprovada cientificamente incrementou o interesse académico a respeito do conhecimento
que esses individuos detém sobre plantas e seus usos (AMOROZO, 2002; FARNSWORTH,
1988).
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As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacdes multidisciplinares, com
abordagens nas &reas de etnoboténica, quimica orgénica, fitoquimica, farmacologia, quimica
organica sintética, quimica medicinal e finalmente a operagdo de formulacGes para a producao
de fitoterapicos. A integracdo destas areas na pesquisa conduz a um caminho promissor e

eficaz para descobertas de novos medicamentos (MACIEL et al, 2002).

2.2 Caesalpinia echinata Lam.

2.2.1 Caracteristicas botanicas

Caesalpinia echinata, conhecida pelos indios como ibirapitanga, que significa arvore
ou madeira vermelha, € uma espécie nativa da Mata Atlantica popularmente conhecida como
pau-brasil, arabutd, pau-pernambuco e pau-vermelho. O termo Caesalpinia deriva da palavra
Caesalpina, género descrito pelo botanico francés Charles Plumier em 1689, que atribuiu este
nome em homenagem ao também botanico e médico grego Andrea Cesalpino. Em 1753,
Lineu retomou o género Caesalpina de Plumier em seu sistema de nomenclatura binomial,
apesar de nao se referir a espécie brasileira. Em 1785, finalmente, nossa arvore entra
oficialmente na nomenclatura botanica. Em sua publicagdo, Lamarck inclui a Caesalpinia
echinata dentre as outras do género. A palavra “echinata” remete ao termo “leguminibus

’

echinatis”’, devido ao fato de sua vagem possuir espinhos, caracteristica exclusiva dessa
espécie no género (CORREA, 2003; CARVALHO, 2003; MURALT, 2006; PINTO, 1999).

A familia Fabaceae, anterior Leguminosae, é a terceira maior familia entre as
angiospermas, compreendendo cerca de 619 géneros e 17.815 espécies divididos em trés
subfamilias: Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae. Dentre as demais familias, é a
segunda de maior importancia econémica, atrds apenas da Poaceae, possuindo papel de
destaque principalmente como plantas alimenticias, forrageiras e ornamentais. No Brasil, esta
familia estd representada por cerca de 190 géneros e 2.100 espécies (JUDD et al, 2009;
LIMA, 2000).

A sub-familia Caesalpinioideae apresenta 171 géneros e 2.250 espécies, encontradas

em quantidade nas regides da América do Sul, Africa tropical e Sudeste da Asia, sendo,
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desses, 64 géneros e 790 espécies nativas do Brasil. Sdo plantas subarbustivas, arbustivas,
arboreas ou trapadeiras, raramente sdo ervas com folhas compostas em geral simplesmente
pinadas ou duplamente pinadas (BARROSO et al, 1991; JOLY, 1998; LEWIS et al, 2005).

O pau-brasil possui porte arboreo, com registros de até 30 metros de altura, tronco
geralmente curto, tortuoso e irregularmente ramificado apresentando entre 30 e 40 cm de
didmetro, podendo chegar até a 70 cm nas maiores arvores. Uma das caracteristicas do seu
tronco é a presenca de aculeos, espinhos que aparecem durante o estagio de crescimento. Com
0 passar do tempo a casca torna-se cinzenta e escura e 0s espinhos desaparecem, mantendo-se
apenas nos galhos mais jovens (Figura 1). Sua madeira € pesada, dura e apresenta cerne de
coloragdo de castanho alaranjado ao vermelho escuro quando recém-cortada (Figura 2)
(CARVALHO, 2003; CORREA, 1984; MAINIERI, 1960; REZENDE et al, 2004).

Figura 1 — Tronco de arvore jovem coberto por actleos (a) e tronco de exemplar adulto (b).
Fonte: www.flick.com.



28

Figura 2 — Cortes transversais da Caesalpinia echinata
(@ com 12 anos (b) com 27 anos. Fonte:
www.hestia.org.br.

Sua copa € irregular, as folhas sdo compostas, bipinadas com 10 a 15 centimetros de
comprimento com 3 a 7 pinas e de 8 a 21 foliolos por pina (Figura 3). Possui flores em cacho
amarelo-douradas (Figura 4), com odor floral intenso, apresentando uma mancha vermelho-
purpura numa das pétalas, sua inflorescéncia apresenta, em média, 17 cm de comprimento,
com 15 a 43 flores localizadas em seus ramos terminais. Sua floracdo acontece entre 0os meses
de outubro e novembro no Sudeste e entre janeiro e fevereiro no Nordeste (LEWIS, 1998;
LIMA, 1992, ROCHA, 2010).

Figura 3 - Folha de Caesalpinia echinata
demonstrando (a) pina e (b) foliolo. Fonte:
arboretto.blogspot.com.
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Figura 4 —Flor (a) e cao d flores (b) de Caesalpinia echinata.
Fonte: www.flickr.com.

Os frutos, do tipo vagem, com 6 a 8 centimetros de comprimento e 2 a 3 centimetros
de largura, sdo obliquos, podendo ser mais largos no apice. Possuem deiscéncia explosiva,
amadurecendo, em média, em um més apo6s a floragdo e, assim como o tronco, séo repletos de
aculeos. Suas sementes de coloracdo acastanhada, sdo normalmente planas e irregularmente
orbiculares, com 1 a 1,5 cm de didmetro, presentes entre 1 a 2 por fruto (Figura 5) (LEWIS,
1998; LIMA, 1992).

Figura 5 — Fruto (a) e sementes (b) de Caesalpinia echinata. Fonte:
http://www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br/Web/teses/2007/t_igor_ferrari_b
orges.html e http://arvoresdesaopaulo.wordpress.com/2009/12/15/0-pau-brasil-
esta-frutificando-na-cidade.
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2.2.2 Utilizagéo e importancia econdmica

O extrativismo do pau-brasil foi a primeira atividade econdmica desenvolvida pelos
portugueses em terras brasileiras, considerado o primeiro ciclo econdémico do Brasil, que
perdurou por mais de trés séculos (HOMMA, 2005).

O interesse pela espécie veio logo ap6s 0 descobrimento. Foi intensamente explorada,
inicialmente, para extracdo da brasileina, substancia largamente empregada no tingimento de
tecidos e elaboracdo de corantes de tonalidade avermelhada. Foi utilizada em substituicdo a
Caesalpinia sappan L., espécie asiatica ja conhecida pelos colonizadores pelas mesmas
propriedades, porém com maior custo. Sua exploracdo para esse fim so se extinguiu no século
XIX, com a descoberta das anilinas sintéticas. Estima-se que, nos 100 primeiros anos, 2
milhGes de arvores de pau-brasil foram derrubadas (MURALT, 2006; PINTO, 1999).

O pau-brasil tornou-se o produto local mais precioso para 0s portugueses que O
vendiam na Europa também para utilizacdo na construgdo de moveis e navios, devido a
qualidade de sua madeira e producdo de arcos para instrumentos de corda, por apresentar
caracteristicas unicas de ressonancia, densidade, durabilidade, beleza, entre outras qualidades,
gue a tornam ideal para tal uso. Devido a essas propriedades e sua utilizacdo ja consagrada,
sua substituicdo encontra resisténcia por parte dos consumidores, o que faz com que essa
espécie continue a ser intensamente explorada (AGUIAR; PINHO, 2007; ANGYALOSSY;
AMANO; ALVES, 2005; FAUSTO, 2002; RIZZINI, 1971).

Desde 1978 instituida arvore nacional, devido a grande extracdo ocorrida durante
séculos, hoje a Caesalpinia echinata figura na lista Oficial de Espécies Brasileiras Ameacadas
de Extincdo e sua populacdo encontra-se restrita a pequenos fragmentos florestais distribuidos
por toda a costa oriental atlantica brasileira desde o Rio de Janeiro até o Rio Grande do Norte
(BRASIL, 1978; BRASIL, 2008; CORREA, 2003; MELO et al, 2007; OLIVEIRA, L. G. et
al, 2002).

Essa reducdo drastica no numero de exemplares desde o inicio de sua exploracao
acabou por promover uma maior preocupagao com a conservagao de populacOes nativas dessa
espécie, gerando importantes iniciativas de conservagdo além de utilizacdo na ornamentacao
de cidades, principalmente nos estados de sua ocorréncia natural . A planta tem potencial
ornamental devido a sua beleza e raridade. Apresenta porte elegante, copa arredondada, folhas
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verde-brilhantes e flores suavemente perfumadas (AGUIAR; PINHO,1996; ROCHA;
BARBEDO, 2008; SOUZA, 1982).

2.2.3 Propriedades Farmacolodgicas

O pau-brasil tem sido pouco estudado quanto ao seu potencial farmacologico, porém,
estudos apontam a espécie como adstringente, secante e tonica (ASSIS, 2009), também usada
pela populagéo no tratamento de infec¢des de garganta (MOSCA; LOIOLA, 2009).

E utilizado também como corroborante e odontalgico no tratamento de patologias. Sua
casca cozida é empregada no tratamento de diarreias e desinterias e, quando reduzida a po,
atua fortalecendo gengivas e atenuando célicas menstruais, ja o cha feito com suas folhas é
6timo contra diabetes (CORREA, 1984; COSTA; OLIVEIRA, 1996; FREIRE M. L., 2004;
SOUZA et al, 2003).

A brasilina, substancia encontrada no pau-brasil e brazileina, seu produto de oxidacao,
sdo conhecidas por suas propriedades medicinais. Possuem efeito neuroprotetor, protegendo o
cérebro contra isquemia devido, provavelmente, a acdo anti-inflamatoria (SHEN et al, 2007),
atividade imunossupressora, induzindo apoptose de linfocitos em camundongos (YE et al,
2006), efeito cardiotbnico (ZHAO et al, 2006), antibacteriano contra bactérias
multirresistentes (XU; LEE, 2004), hipoglicemiante (MOON, 1993) e quimiopreventiva para
o cancer (BAE et al, 2005).

De acordo com Hern&ndez-Pérez et al (2010), a resorcina, resorcinol ou m-dihydroxy-
benzeno, substancia extraida pela destilacdo do pau-brasil, é utilizada em clinicas
dermatoldgicas como parte de formulas para peeling, melhorando a textura da pele,
homogeneizando a pigmentacdo e atenuando rugas, sendo considerado como seguro, efetivo e
de baixo custo.

Pouco se sabe sobre a composicdo de suas sementes, porém pesquisas ja
demonstraram a presenca de varios inibidores de proteases em sementes de algumas
leguminosas, incluindo a Caesalpinia echinata (OLIVEIRA, L. G. et al, 2002; OLIVA et al,
2000; BATISTA et al, 1996).

Proteases e inibidores de protease tem sido cada vez mais reconhecidos como fatores

importantes na fisiopatologia de doengas humanas, em especial o cancer. Foi evidenciado que
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elas estdo diretamente ligadas a invasdo tumoral e metastase e que inibidores de proteases
podem atuar previnindo a disseminacdo dessas células ou inibindo seu crescimento, por isso
estdo emergindo como possiveis ferramentas no tratamento da doenga (DECLERCK;
IMREN, 1994).

Dois inibidores de tripsina foram identificados e isolados de sementes de C. echinata
(OLIVEIRA L. G. et al, 2002). Outro inibidor de proteinase, também encontrado nas
sementes, para calicreina plasmatica, plasmina e fator Xlla, atua inibindo enzimas que
participam da coagulacdo sanguinea e fibrindlise (CRUZ-SILVA et al, 2004), podendo
também atuar no tratamento de psoriase e mal de Alzheimer (RIBEIRO et al, 2008).

Em estudo realizado por Luna et al (2005), em busca por produtos naturais que
pudessem ser utilizados no controle de vetores de doencas tropicais, foi observada atividade
do extrato etandlico das folhas de pau-brasil frente ao Aedes aegypti e a Artemia salina. O
extrato etandlico do caule do pau-brasil também apresentou uma atividade muito potente
contra os ovos de Biomphalaria glabrata.

Em 2002, sua atividade pro-inflamatoria foi demonstrada por Alencar e colaboradores,
que isolaram uma lactose/galactose ligada a lectina das folhas do pau-brasil capaz de induzir a
migracdo de neutrofilos dependentes e independentes das células residentes (macrofagos,
mastocitos e linfécitos).

Caesalpinia echinata foi capaz de inibir em 75,37% o céncer em modelos
experimentais. A planta apresentou ainda atividade antimicrobiana, inibindo micro-
organismos patogénicos como Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris e Bacillus
cereus (FREIRE, M. L., 2004), Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum
(SOUZA et al, 2003).

O extrato do cerne possui um expressivo potencial anti-inflamatério, mesmo quando
comparado com farmacos considerados padrdes para essa atividade, apresentando também
uma grande inibi¢do tumoral em tumores carcinomatosos e sarcomatosos (SILVA, 2006).

Grangeiro, em 2009, analisando as propriedades do extrato etandlico bruto de folhas
de C. echinata, observou significativa atividade antitumoral frente ao sarcoma 180 e atividade
antinociceptiva expressiva.

As flores também apresentam propriedades importantes. Seu extrato foi eficaz frente a

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus coagulase negativo,
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Escherichia coli e Enterococcus faecali. Além da propriedade antibacteriana, promoveu uma
inibicdo tumoral em camundongos de 78% (BASTQOS, 2011).

2.2.4 Aspéctos Fitoquimicos

Grandes quantidades de taninos foram encontradas na casca de C. echinata através de
estudo fitoquimico (SILVA, 2001). A investigacdo do lenho do vegetal demonstrou a presenca de
ligninas, polimero de trés alcoois: p-coumaril, siringil e sinapil, polimero que compdes 20 a 30 %
da parede celular da madeira e lhe confere rigidez e durabilidade, podendo ser responsavel por
suas propriedades vibracionais, o que justifica sua utilizacdo na fabricacdo de arcos de violino
(FUKUSHIMA; FUZETO, 2003). Contudo, o principal constituinte do extrato bruto desta parte
do vegetal é sem divida a brasilina (OLIVEIRA, L. F. et al., 2002).

A brasilina é descrita como uma substancia naturalmente incolor e que em presenca de
luz e oxigénio tem sua hidroxila oxidada em um grupo carbonila, originando a brasileina, de
cor vermelha (Figura 6). Explorado excessivamente, este composto era bastante valorizado
como corante, ndo tanto pela qualidade de seu tingimento mas pelas varias nuances de cores
obtidas de seu pigmento. Atravéz de sua acidificagdo com vinagre ou fermento eram obtidos
tons vermelhos e pela sua alcalinizagdo, tons roxos (MELO; MELO; CLARO, 2006;
OLIVEIRA, L. F. et al, 2002; SERRANO; LOPES; SERUYA, 2007).

Parte usada: Formula quimica
cermne da madeira
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Figura 6 — Estrutura quimica dos constituintes majoritarios do cerne da madeira de pau-brasil. Fonte:
SERRANO, LOPES, SERUYA, 2007.
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Em estudo fitoquimico realizado por Silva (2006), utilizando extrato de cerne de C.
echinata, além de grande quantidade de flavonoides, classe a qual pertencem a brasilina e
brasileina, foram evidenciados ainda cumarinas e taninos catéquicos em pequena quantidade.

De acordo com Rezende et al (2004), em estudo que avaliou a composicao das flores,
0 E-beta-ocimeno aparece como constituinte majoritario, sendo observanda ainda a presenca
de outros terpenos como mirceno, linalol e neo-allo-ocimeno. Foi identificado também um
grupo de derivados C6 contendo n-hexanal, (E)-2-hexenal, (Z)-3-hexenol e 1-hexanol e
alguns compostos nitrogenados como o indol e o antranilato de metila. As flores de C.
echinata Lam. demonstraram ainda a presenca de flavondides, proantocianidinas
condensadas, agucares redutores, triterpenos e esteroides (BASTOS, 2011).

Em 2005, Luna et al. relataram a presenca de fendis, flavononas, flavonas, flavonoides,
esterodides, triterpenos, antraquinonas e antronas no extrato etandlico das folhas de C. echinata.
Rezende et al. (2004) apontaram o (E)-3-hexeno-1-ol como constituinte encontrado em maior
quantidade, seguido de b-ionol. Ainda no mesmo estudo, a classe de metabolitos mais bem
representada foi a dos compostos fendlicos.

As sementes maduras contém de 30 a 40% de amido e 10 a 15% de carboidratos
sollveis, predominantemente sacarose e vestigios de rafinose e estaquiose. Estes compostos
estdo diretamente ligados a germinabilidade das sementes assim como com a tolerancia a

dessecacédo durante o desenvolvimento e maturagdo das sementes (GARCIA et al, 2006).

2.2.5 Aspectos Toxicologicos

Silva, em 2006, avaliando as propriedades toxicas do extrato etandlico do cerne de C.
echinata através de bioensaios em larvas de Artemia salina e camundongos albinos Swiss,
utilizando duas vias de administracdo: via oral (v.0.) e via intraperitoneal (v.i.p.) apontou uma
DLso (Dose letal média) de 995,57 mg/Kg quando administrado por via intraperitoneal,
considerado moderadamente téxico, resultado corroborado com o valor da CLs
(Concentracdo letal média) de 705,61 ug/mL obtido. Na avaliagdo da DL50 por via oral, ndo
foi verificado 6bito até a dose limite de 4.000 mg/kg, indicando que o extrato quando

administrado por esta via apresenta baixa toxicidade.
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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 administracéo.

Ja em estudo utilizando extrato etandlico de flores, Bastos (2011) observou uma DL50
de 1.825 mg/Kg de peso corpdreo do animal, quando administrado pela via intraperitoneal,

ndo sendo verificados Gbitos até a dose de 5.000 mg/Kg quando administrado por via oral.

2.3 Cancer

O céncer é uma das mais temidas doengcas do mundo. Este medo deriva,
provavelmente, da caréncia de tratamento efetivo para a maioria dos tumores metastaticos
inoperéveis (LIU; ROBINS, 2006).

E considerada uma doenca genética, resultado de alteracBes gendnimas, sendo
necessario o acimulo de cinco a nove modificagdes numa determinada célula para que ocorra
uma transformacgdo maligna. Porém, ao contrario das demais sindromes genéticas humanas,
ndo é necessariamente hereditaria pois os canceres humanos sdo, na sua maioria, de origem
somatica resultantes da interacdo de fatores genéticos e ambientais. Os carcindgenos quimicos
e fisicos, agentes infecciosos e o estilo de vida do individuo sdo alguns dos principais fatores
ambientais que possuem papel importante em sua etiologia e no surgimento de sua forma
maligna (GUEMBAROVSKI; COLUS, 2008; MILLS; RIEGER, 2006; PERERA, 1996).

Apenas entre 5 e 10% de todos os canceres que ocorrem podem ser considerados de
causa hereditaria. Neste caso, as mutacfes germinativas estdo diretamente associadas a
predisposicdo familiar e, nesses casos especificos, o cancer é classificado como uma doenca
genética e hereditaria, sendo sua ocorréncia relativamente rara (MILLS; RIEGER, 2006).

O cancer ndo é uma doenca nova, é razoavel acreditar que sempre existiu, ja que é
resultado de mutacdes genéticas que acontecem desde o inicio da vida. A mais antiga
evidéncia de sua presenca, no entanto, remonta a 8.000 a.C.. Foi detectada, em fdsseis, a
presenca de osteossarcoma, um cancer 6sseo cuja ocorréncia é mais comum nesse material,
apesar de sua caracteristica rara, ja que para cada 5000 fosseis com joelhos preservados um
unico caso € encontrado (EGGERS, 2002).
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As primeiras descri¢es de tumores foram encontradas em papiros egipcios que datam
de 1.600 a.C. Documentos na India, de 600 a.C., também descreveram lesdes na cavidade
bucal que se assemelham ao cancer (EBBERS, 2002).

A palavra cancer origina-se do grego karkinos e do latim cancer, ambos significando
caranguejo devido a semelhanca entre as veias intumescidas ao redor do tumor e as pernas do
animal. Foi utilizada pela primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina, que viveu entre 460
e 377 a.C. (BRASIL, 2011a).

Atualmente, cancer é o nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doencas, que
tém em comum o crescimento desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e 6rgdos
vizinhos (BRASIL, 2011a). A massa de tecido que se forma, é morfologica e geneticamente
diferente do tecido normal e cresce de forma autbnoma é denominada neoplasia e 0 processo
de formacdo dessa massa, no qual a funcdo fisioldgica normal das células é alterada
resultando num crescimento anormal e incontrolavel é denominado carcinogénese. Esses
fendmenos sdo promovidos pela exposicdo inicial a agentes carcindgenos, que induzem uma
série de eventos genéticos aumentando a incidéncia de neoplasia, podendo ser divididos em
quimicos (maior parte), fisicos e biolégicos (VULIMIRI; DIGIOVANNI, 2006).

2.3.1 Carcinogénese

O termo carcinogénese é usado para descrever a cascata de eventos que transforma
uma célula normal em cancer e € visto hoje como um processo de multiplos estagios sendo
possivel destacar trés principais: iniciacdo, promocao e progressdo (Figura 7) (BRASIL,
2011a; LIU; ROBINS, 2006).
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Estagio de iniciacdo: Estagio de promocdo: Estagio de progressao:
Os genes sofrem agdo Os agentes oncopromotores Caracterizado pela multiplicacdo
dos agentes cancerigenos atuam na celula ja alterada descontrolada e irreversivel da célula

Figura 7 — Passo a passo do processo de carcinogénese. Fonte: BRASIL, 2011a.
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O estagio de iniciacdo comeca nas células, em geral células-tronco, por meio de
mutacdes a partir da exposicdo a carcindgenos. Esses compostos alteram de modo irreversivel
a composicdo ou estrutura basica do componente celular de DNA, dando partida ao
desenvolvimento do cancer. Nesta fase elas se encontram, geneticamente alteradas, porém
ainda ndo é possivel se detectar um tumor clinicamente. Os proto-oncogenes que controlam
positivamente a proliferacdo e diferenciacdo celular e os genes supressores de tumor,
reguladores negativos do crescimento celular, ambos genes ceclulares normais, parecem ser
alvos dos carcinogenos nesta fase (Figura 8) (VULIMRI; DIGIOVANNI, 2006).

Figura 8 — Estégio de iniciagao.
Fonte:www.inca.gov.br.

O estagio de promogdo do cancer envolve a alteragdo da expressdo do gene, a
expansdo clonal seletiva e a proliferacao das células que sofreram inicia¢do. Ao contrario da
iniciacdo e progressdo, nesse estagio as alteracbes sdo reversiveis, podendo regredir com a
descontinuacdo do agente promotor, podendo, porém reaparecer com a reinstituicdo do
agente. A promocdo exige um longo e continuado contato com 0 agente cancerigeno
promotor, que ndo é mutagénico mas age atraveés de mecanismos epigenéticos (Figura 9)
(L1U; ROBINS, 2006).

Figura 9 — Estagio de promogéo.
Fonte:www.inca.gov.br.

O ultimo dos estagios chama-se progressdo ou conversdao maligna. Caracteriza-se por

alteracbes moleculares adicionais, um aumento maior da massa tumoral primaria, o
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desprendimento de células dessa massa, 0 movimento na direcdo de Orgdos e tecidos
adjacentes e a penetracdo de células neoplésicas individuais ou em pequenos agrupamentos no
sistema circulatorio, com seu transporte e fixacdo em 6rgdos e tecidos distantes de sua origem
e posterior crescimento (metastase) (Figura 10) (LIU; ROBINS, 2006).

hluittipliczc S0
dezcontrolada
daz células
alteradas

Actmula de
celulas
CANCErDEas

Figura 10 — Estagio de progressao.
Fonte:www.inca.gov.br.

2.3.2 Epidemiologia e tratamento

Conhecido ha muitos séculos, o cancer foi amplamente considerado como uma doenca
dos paises desenvolvidos e com grandes recursos financeiros. H4 aproximadamente quatro
décadas, a situacdo vem mudando, e a maior parte do 6nus global do céncer pode ser
observada em paises em desenvolvimento, principalmente aqueles com poucos e médios
recursos. Assim, nas Ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensdo maior, convertendo-se
em um evidente problema de salde publica mundial. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer,
17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O
maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixa e média rendas (BRASIL, 2011b).

No Brasil, as estimativas para 0 ano de 2012, validas também para o ano de 2013,
apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, reforcando a
magnitude do problema do cancer no pais. Os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele
ndo melanoma, prostata, pulmao, célon e reto e estbmago para o sexo masculino; e 0s
canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do Utero, c6lon e reto e glandula tireoide para o
sexo feminino. S&o esperados um total de 257.870 casos novos para 0 sexo masculino e
260.640 para o sexo feminino (Figura 11) (BRASIL, 2011b).
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Localizagao primaria  casosnoves  percentual Localizagdo primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180 30,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 52.680 27.9%
Tragueia, Brénguio & Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9.3%
Calon e Reto 14.180 7.3% Cdlon & Reto 15.960 8.4%
Estdmago 12.670 6,9% Glandula Tirepide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 51% Tragueia, Brénquio 2 Pulmao 10,110 5.3%
Eséfago 7770 4 0% Estémago 7420 3,9%
Bexiga 6.210 3,2% Ovario 6.190 3,3%
Laringe 6.110 31% Como do Utero 4520 2.4%
Linfoma nao Hodgkin 5.190 2.7% Linforma ndo Hodakin 4450 2.4%
Sistema Nervoso Gentral 4.820 2,9% Sisterna Nervoso Central 4450 2.4%
*Mameros arredondados para 10 ou miltiplos de 10

Figura 10 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2012
por sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: Brasil, 2011b.

Existem basicamente trés principais formas de tratamento do céncer: quimioterapia,
radioterapia e cirurgia (BRASIL, 2011a). Mais recentemente tem-se usado também a terapia
fotodinamica (MORAES; COSTA, 2011; RIBEIRO et al, 2009) e imunoterpia
(FELDMANN; SCHMITT, 2009), sendo que o objetivo de cada um destes tratamentos é
erradicar o cancer, normalmente por meio da terapia combinada, onde é associado mais que
um tipo de tratamento. A escolha terapéutica deve levar em consideracdo uma gama de fatores
tais como idade do paciente, estagio da doencga, caracteristicas do tumor, susceptibilidade ao
tratamento, entre outras (BRASIL, 2011a).

Todos os pacientes oncoldgicos que ndo respondem bem a excisdo cirlrgica, e a
radioterapia ou que apresentem metastases disseminadas, sdo geralmente tratados com
quimioterapicos antineoplasicos. A quimioterapia convencional utiliza-se de farmacos que
tém como alvo diversos processos fisioldgicos das células. Alguns medicamentos, no entanto,
ndo atuam exclusivamente sobre as células cancerigenas, afetando outras células normais que
estdo se proliferando. Isso significa que ao mesmo tempo em que vém possibilitar a cura, por

outro lado essas drogas produzem efeitos colaterais desagradaveis (FUKUMASU et al, 2008).

2.3.3 Cancerologia experimental

Estudos com animais sao normalmente os primeiros estudos in vivo a serem realizados
com um medicamento ou terapia para determinar os efeitos de substancias diversas e seus

limites de seguranca. Além disso, o estudo in vivo permite a analise dos processos
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bioquimicos e fisiologicos e de indmeros eventos comportamentais (JANSSEN; SMITS,
2002).

A qualidade dos estudos na fase pré-clinica, passo essencial para a correta aplicacéo
dos ensaios clinicos em seres humanos, depende muito da adequacdo dos modelos em animais
(HOSSNE, 2002).

A cancerologia experimental é de grande valia para se estudar os diversos aspectos
relacionados aos processos neoplédsicos em humanos. O modelo animal para o estudo de
tumores ganhou um novo impulso, na ultima década, apds constatar-se que animais
desenvolvem o cancer por motivos semelhantes aos humanos (Ql & XU, 2006).

A utilizagdo de camundongos como protétipos de estudos bioldgicos ocorre de modo
intenso, principalmente nas areas de imunologia, oncologia e genética. Essa pratica ocorre por
diversas razles, dentre elas o fato das linhagens de camundongos serem altamente
padronizadas, possuirem caracteristicas conhecidas e monitoradas ap0s varias geracoes,
devido ao seu pequeno tamanho, facilidade de manuseio, baixo custo de manutencdo e
periodo de vida curto, além do fato de compartilharem similaridades genéticas e fisioldgicas
com os humanos, permitindo que maltiplas caracteristicas da doenga sejam estudadas nestes
modelos (HANN; BALMAIN, 2001; JANSSEN; SMITS, 2002).

2.3.3.1 Carcinoma de Ehrlich

Pode-se afirmar que o Tumor de Ehrlich, por ser um dos primeiros tumores
transplantaveis conhecidos, € 0 mais extensamente utilizado para experimentacdo (GUERRA,
1983).

O carcinoma de Ehrlich foi introduzido por Paul Ehrlich em 1986 e descrito em 1906
como um carcinoma mamario de camundongos fémeas de origem epitelial maligna, espécie-
especifica. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a forma sélida,
quando inoculado no subcutaneo. Somente em 1932, com Loewenthal & Jahn, é que surgiu a
forma ascitica, inoculado intraperitonealmente (DAGLI, 1989; EHRLICH, 1906).

O tumor de Ehrlich, em camundongos, desenvolve-se em cavidades serosas como a
abdominal e pleural, bem como em musculos; ndo se observa, porém, crescimento em

visceras parenquimatosas, como figado. E bom modelo para estudos envolvendo citologia,
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por crescer na forma ascitica, 0 que permite a obtencdo de células tumorais isoladas
(HOSSNE, 2002).

2.3.3.2 Sarcoma 180

O sarcoma 180 ou tumor Crocker é um tumor transplantavel, ndo-metastatizante
originario do tecido conjuntivo do rato (WORLEY; SPATER, 1952). Este tumor que foi
descoberto em 1914 pelo Dr. WH Woglom no Laboratério Crocker nos Estados Unidos como
um tumor murino espontaneo, de natureza epitelial e localizado na regido axilar. Depois de
alguns transplantes, a classificacdo aceita com base em investigacfes histopatolédgicas foi
sarcoma, apesar de, nessa época a definicdo de sua origem ser bastante controversa
(GUNTHER et al, 1984).

O sarcoma 180 é um bom modelo de estudo, pois as células sdo de facil obtencédo e
manutencdo. Histologicamente apresenta-se como massa sOlida formada por células
poliédricas de citoplasma basdéfilo e nicleo central, arranjadas em ninhos ou corddes, que
invadem o musculo esquelético, tecido adiposo, nervos e vasos sanguineos. Apesar de seu
comportamento agressivo local, esta neoplasia ndo produz metastases. Pode ser transplantado
por inoculagdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal e cresce rapidamente em 90% a
100% dos animais inoculados, havendo regressdo natural em 8% a 10% desses
(WUTHSTRACK; SILVEIRA; FURLAN, 2001).

2.4 Toxicologia e Toxicidade aguda

A histédria da toxicologia acompanha a prépria historia da civilizacdo, apesar da falta
de registros. Desde a época mais remota, 0 homem possuia conhecimento sobre os efeitos
toxicos de venenos animais e de uma variedade de plantas toxicas. O poder aniquilador de
venenos era frequentemente utilizado como instrumento de caga ou como arma contra
inimigos (OGA; SIQUEIRA, 2008).

Um dos documentos mais antigos, o Papiro de Ebers, datado de 1500 a.C., de origem
egipcia, registra uma lista de 800 ingredientes ativos incluindo metais como chumbo e cobre,

venenos animais e diversos vegetais toxicos. Hipdcrates (460-364 a.C), Theofrastus ( 370-287
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a.C.), Dioscorides (40-90 a.C.), entre outros, contribuiram muito para a identificacdo de novos
agentes toxicos e terapéuticos (OGA; SIQUEIRA, 2008).

Mitriades (120-63 a.C.), provavelmente, foi o primeiro a realizar experiéncias
toxicoldgicas, testando venenos em escravos. Nicandro (204-135 a.C) descreve em seus
poemas a toxicidade e antidotismo de varios venenos. Avicena (980-1037 a.C) deu sua
contribuicdo a toxicologia discutindo sobre os mecanismos de agdo dos venenos (OGA,;
SIQUEIRA, 2008).

Um agente toxico, também conhecido por toxicante ou poison é definido como
qualquer substancia que em dose suficiente provoque doencas e a morte. Paracelso (1493-
1541), um médico do século XVI, observou que “todas as substincias sdo toxicas; ndo
existem substancias que ndo sejam tdxicas. A dose certa é que diferencia o remédio do
toxico” (LANGMAN; KAPUR, 2006).

Grande parte dos consumidores de plantas medicinais sentem-se encorajados por
acreditarem que estes remedios, por serem naturais, sao inerentemente seguros. Comparada
com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas
medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial. Isto, entretanto, ndo é verdade. A toxicidade de
plantas medicinais € um problema sério de salde publica. Os efeitos adversos dos
fitomedicamentos, possiveis adulteracbes e toxidez, bem como a acdo sinérgica (interacdo
com outras drogas) ocorrem comumente (VEIGA JR.; PINTO; MACIEL, 2005).

A flora brasileira apresenta um nimero grande e variado de espécies potencialmente
lesivas para o ser humano. A planta medicinal utilizada em medicamento € um xenobiotico,
isto é, um produto estranho ao organismo humano, nele introduzido com finalidades
terapéuticas. Como toda substéncia estranha, os produtos de sua biotransformacdo sé&o
potencialmente toxicos e assim devem ser encarados até que se prove O contrario
(SCHVARTSMAN, 1991; SIMOES et al., 2003).

O estudo da toxicologia serve a sociedade de diferentes maneiras, para proteger 0s
humanos e a natureza dos efeitos deletérios dos toxicantes, estabelecer limites seguros para 0s
agentes quimicos, para facilitar o desenvolvimento de pesticidas e farmacos mais seletivos e
para prevenir, diagnosticar e tratar as intoxica¢oes de maneira mais eficiente (GALLO, 2001;
HODGSON, 2003).
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Assim nos estudos de plantas e de novas substancias, um balanco entre a atividade
bioldgica versus a toxicidade € um parametro fundamental para verificar sua aplicabilidade
(CALIXTO, 2000).

Os testes toxicologicos normalmente requeridos com propdsito regulatorio de
substancias incluem: toxicidade aguda, toxicidade sub-crbnica, toxicidade cronica,
mutagénese, carcinogénese, reproducdo e teratogénese, toxicocinética, efeitos locais sobre a
pele e olhos, sensibilizacdo cutdnea e ecotoxicidade (BARROS, DAVINO, 2008;
SPIELMANN, 2002).

Toxicidade aguda é definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro de um
periodo curto apds a administracdo de uma dose Unica ou doses multiplas dentro de 24 horas.
Tem por objetivo caracterizar a relacdo dose/resposta que conduz ao calculo da DL50 (Dose
letal 50%) ou CL50 (Concentracdo letal média) (BARROS; DAVINO, 2008).

A utilizacdo de Artemia salina como organismo bioindicador em teste de toxicidade
aguda é um bioensaio que serve tanto como indicador de toxicidade como de bioatividade de
diversas substancias quimicas, inclusive extratos de plantas. Apresenta vantagens como:
rapidez, praticidade, simplicidade, baixo custo, requer pouca quantidade de amostra, além de
apresentar boa relacdo com testes in vivo, sugerindo que ¢ um método util (Figura 12)
(LOGARTO et al., 2001; LOPES et al., 2002).

T

Figura 12 — Larva de Artemia salina.
Fonte: flickriver.com.
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2.5 Micro-organismos e resisténcia a antibioticos

Bactérias estdo presentes muito antes da evolucdo humana e doengas bacterianas
provavelmente co-evoluiram com cada uma das espécies que involuntariamente as hospeda.
Muitas doencas bacterianas observadas hoje existem desde o surgimento de nossa espécie,
outras podem ter se desenvolvido mais tarde, porém, em ambos 0s casos, por muito tempo, 0
conhecimento da causa dessas doencas infeciosas ndo era conhecido. Com a microbiologia os
patdgenos bacterianos se tornaram aparentes (WASSENAAR, 2011).

Antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como bactericidas, quando
causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibi¢do do crescimento
microbiano (WALSH, 2003).

No decorrer das ultimas décadas, o desenvolvimento de farmacos eficientes no
combate a infeccBes bacterianas revolucionou o tratamento meédico, ocasionando a reducéo
drastica da mortalidade causada por doengas microbianas. Por outro lado, a disseminacdo do
uso de antibiéticos lamentavelmente fez com que as bactérias também desenvolvessem
defesas relativas aos agentes antibacterianos, com o conseqiiente aparecimento de resisténcia
(RANG; DALE; RITTER, 2001).

As bactérias tem um um curto periodo de duplicacdo (aproximadamente 20 minutos),
o0 que lhes confere a propriedade de responder rapidamente as mudancas do ambiente, ja que
varias geraces podem se desenvolver em apenas algumas horas, havendo, portanto, inUmeras
oportunidades para uma adaptacdo evolutiva. A frequéncia de mutacbes espontaneas para
determinado gene em populacbes bacterianas € extremamente baixa, sendo de
aproximadamente uma a cada 106-108 células por divisdo. Desta forma, a probabilidade é de
gue uma célula em cada 10 milhdes ira, ao dividir-se, produzir uma célula-filha contendo uma
mutacdo em determinado gene (RANG; DALE; RITTER, 2001).

Apesar da presenca de poucos microrganismos geneticamente modificados ndo ser
suficiente para produzir resisténcia, se uma populacdo bacteriana infecciosa contendo alguns
mutantes resistentes a determinado antibidtico for exposta a este farmaco, os genotipicamente
alterados terdo maior vantagem seletiva (RANG; DALE; RITTER, 2001).

A resisténcia a antibidticos é inevitavel e irreversivel, sendo uma consequéncia natural

da adaptacdo da celula bacteriana a exposic¢éo dos antibioticos e, portanto, farmacos que hoje
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lideram as listas dos mais vendidos correm o risco de se tornarem obsoletos, devido ao
aumento da resisténcia bacteriana (SANTOS, 2004; SILVEIRA et al, 2006).

O desenvolvimento de novos agentes bactericidas potentes vem sendo alcangado com
sucesso, seja pela elaboragdo racional de novas geracGes de antibidticos visando suplantar a
resisténcia ou a partir de programas direcionados ao descobrimento de produtos naturais
bioativos (SILVEIRA et al, 2006).

As novas estratégias da pesquisa em produtos naturais microbianos, envolvendo a
busca de substancias em micro-organismos pouco explorados e a procura por novos produtos
naturais, explorando a ampla biodiversidade existente, podem acelerar o processo de
descoberta de novos antibidticos, extremamente importantes num cenario de rapido
desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias aos agentes terapéuticos disponiveis
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

2.5.1 Staphylococcus aureus

Estafilococos sdo bactérias Gram-positivas de forma esférica, pertencentes a familia
Micrococcaceae, que por se dividirem em planos diferentes, quando vistos ao microscopio,
aparecem na forma de cachos de uva (Figura 13). Sdo iméveis, medindo de 0,5 a 1,0 pum.
Apresentam metabolismo respiratério e fermentativo, atuando sobre carboidratos com
producdo de acidos, sendo anaerdbias facultativas. Crescem em temperaturas de 7 a 47,8° C
com desenvolvimento 6timo entre 30 e 37° C (BREED; MURRAY; SMITH, 1994,
FRANCO; LANDGRAF, 2002).
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Figura 13 — Staphylococcus aureus.
Fonte: wikipedia.com.
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Staphylococcus aureus € considerado uma das bactérias ndo esporuladas mais
resistentes no meio ambiente. Podem sobreviver por longos periodos em superficies secas,
suportam relativamente o calor e podem tolerar uma concentracdo aumentada de sal
(KONEMAN et al., 2001; SCHAECHTER et al., 2002).

Os humanos e animais sdo seus principais reservatorios, estando presentes nas vias
nasais, garganta, cabelo e pele de 50% ou mais dos individuos saudaveis, podendo ter
incidéncia maior em individuos que tém contato com ambientes hospitalares. Os
manipuladores assim como equipamentos e superficies manipuladas por esses sdo as
principais fontes de contaminagdo de alimentos por este tipo de microrganismo, tornando-o
um dos patdégenos mais apontados como causador de intoxicacdo alimentar (FORSYTHE,
2002; XAVIER et al., 2007).

Uma série de fatores de viruléncia, principalmente componentes de superficie celular
sdo produzidos por Staphylococcus aureus. Peptidoglicano e &cidos teicdicos estimulam a
producdo de citocinas, funcionando de forma semelhante ao LPS (Lipopolissacarideo) das
bactérias Gram-negativas. A capsula, produzida pela maioria das cepas, confere resisténcia a
fagocitose, assim como a proteina A, que produz o mesmo efeito impedindo que os anticorpos
interajam com as células fagocitarias. Proteinas que se ligam a fibronectina, colageno e
fibrinogénio, funcionam como adesinas, promovendo a colonizagdo dos tecidos pelo S.
aureus. Outras enzimas extracelulares como: coagulase, catalase, desoxirribonucleases,
hialuronidase, lipase, proteases e estafiloquinase atuam facilitando sua disseminacao pelos
tecidos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

A capacidade de S. aureus de causar infeccdo é multifatorialmente mediada. O inicio
da infeccdo e a evolucdo da doenca dependem da resisténcia do hospedeiro (mecanismos de
defesa) e da capacidade do organismo para superar estes fatores de viruléncia (BAIRD-
PARKER, 1990).

O aumento da resisténcia bacteriana é atribuido principalmente a administragcdo
arbitraria de antibioticos (incluindo a prescricdo desnecessaria e auto-medicacdo) e ao uso
inadequado. A tudo isto se conjuga a falta de um sistema global de vigilancia da resisténcia
antimicrobiana que gere informacdes para tomada de decisdes e desenvolvimento de politicas,
tanto terapéuticas quanto reguladoras (LA RESISTENCIA..., 1999).
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Ha alguns anos, as cepas deste microrganismo eram quase que na sua totalidade
sensiveis a penicilina, o que ja ndo acontece nos dias de hoje onde apenas 10 % apresentam
esta caracteristica (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). A eficacia deste antibidtico,
introduzido nos anos 40, foi praticamente anulada dentro de uma década devido a
dissemina¢do de plasmideos que espalharam o gene P-lactamase entre os S. aureus. Na
década de 60, dois anos apos a introdugdo de penicilinase B-lactamicos resistente (meticilina),
ja eram isoladas cepas resistentes a meticilina, consideradas um dos mais importantes agentes
causadores de infeccGes hospitalares. Como alternativa ao tratamento desses micro-
organismos € utilizada a vancomicina, que hoje ja ndo possui eficacia em alguns casos
(LENCASTRE; OLIVEIRA; TOMAZ, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar a acdo bioldgica (toxicoldgica, microbioldgica e antitumoral) de sementes

de Caesalpinia echinata Lam.

3.2 Objetivo Especificos

e Classificacao botanica do vegetal;

e Obtencdo de extratos brutos das sementes de Caesalpinia echinata Lam.
utilizando solventes organicos;

e Verificar a toxicidade aguda do extrato bruto etandlico das sementes da
Caesalpinia echinata Lam. através da determinacdo da dose letal para 50% da
populacao (DLso);

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato bruto etanolico das sementes da
Caesalpinia echinata Lam.;

e Analisar a atividade antineoplasica do extrato bruto etandlico das sementes da
Caesalpinia echinata Lam.;
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Avaliacéo da toxicidade aguda do extrato etandlico bruto das sementes de Caesalpinia

echinata Lam. (Fabaceae/Caesalpinioideae)

SILVA, D.1.S.""; CAVALCANTI, K.P.S.?; SILVA, E.C.B.%; OLIVEIRA, M.V.G.?;
CARIBE, RA.'; SOUZA, LA*
! Programa de Pés-graduacdo em Ciécias Farmacéuticas > Hospital das Clinicas ® Faculdade de
Farmacia. Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade
Universitéaria, CEP: 50670-90, Recife — Brasil *daniiss@hotmail.com

RESUMO: Embora a utilizacdo de plantas para uso terapéutico seja largamente difundida,
poucos sdo o0s estudos toxicologicos que comprovem sua seguranca. O pau-brasil
(Caesalpinia echinata Lam.) é uma espécie nativa da mata atlantica que vem sendo
extremamente estudada devido a suas mais diversas propriedades medicinais. Este trabalho
teve por objetivo avaliar o potencial toxicol6gico do extrato etandlico das sementes de C.
echinata através de ensaio de toxicidade aguda com utilizacdo de camundongos albinos e o
micro crustaceo Artemia salina. Aos animais foram administradas doses do extrato entre 350
e 4.500 mg/mL por via intraperitoneal, sendo observados periodicamente por 24 horas quanto
a presenca de sinais clinicos e 6bitos. Larvas de Artemia salina foram divididas em grupos de
10 e submetidas a concentracfes de 50 a 1.000 ug de extrato por mL, sendo entdo observadas
pelo mesmo periodo quanto a motilidade e morte das larvas. Os testes toxicologicos
demonstraram baixa toxicidade do extrato utilizado embora tenha sido verificada a presenca
de reagdes adversas nos camundongos.

Palavras-chave: Caesalpinia echinata Lam., toxicidade, Artemia salina

ABSTRACT: Evaluation of acute toxicity of crude ethanolic extract of seeds of
Caesalpinia echinata Lam. (Fabaceae / Caesalpinioideae). Although the use of plants for
therapeutic use is widespread, few toxicological studies to prove their safety. Brazil wood
(Caesalpinia echinata Lam.) is a species native to the Atlantic forest that has been greatly
studied due to its many medicinal properties. This study aimed to evaluate the toxicological
potential of ethanolic extract of seeds of C. echinata through acute toxicity test with the use of

albino mice and micro crustacean Artemia salina. For the animals were administered doses of
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the extract between 350 and 4500 mg / ml intraperitoneal, observed periodically for 24 hours
for the presence of clinical signs and mortality. Larvae of Artemia salina were divided into
groups of 10 and subjected to concentrations from 50 to 1000 mg of extract per mL, and then
observed for the same period for motility and death of larvae. Toxicology tests showed low
toxicity of the extract used although it was verified the presence of adverse reactions in mice.

Key words: Caesalpinia echinata Lam., toxicity, Artemia salina

INTRODUCAO

Embora haja grande utilizacdo de plantas consideradas medicinais no Brasil
alimentada pela reconhecida riqueza da nossa flora, pouquissimos sédo os dados cientificos
existente no pais sobre 0 uso terapéutico e possiveis efeitos toxicos dos vegetais (PIRES et al,
1997). O wuso tradicional de diversas espécies de plantas medicinais baseado em
conhecimentos populares, aliado a crenca de que, por ser natural ndo causa reacdes adversas,
fez com que poucas espécies fossem avaliadas atraves de estudos pré-clinicos e clinicos, a fim
de comprovar sua eficacia e seguranca (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

A toxicidade de uma substancia pode ser definida como a capacidade de causar dano
grave ou morte a um dado organismo (DRAIZE et al, 1944). Os dados referentes a
investigacdo pré-clinica compreendem o estudo da toxicidade aguda, subaguda a doses
repetidas e toxicidade cronica, sendo a primeira avaliada através da administracdo de uma
Unica dose do medicamento ou de doses fracionadas ao animal, em um periodo ndo superior a
24 horas (BRASIL, 1997).

A familia Fabaceae, anterior Leguminosae, é a terceira maior familia entre as
angiospermas e esta dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Faboideae e
Mimosoideae (JUDD et al, 2009). Ocupa o segundo lugar em importéncia econdmica dentre
as demais familias, sendo bastante utilizada na alimentacdo e ornamentacao (LIMA, 2000).

Caesalpinia echinata Lam. é uma espécie nativa da mata atlantica popularmente
conhecida como pau-brasil, arabutd, ibirapitanga, pau-pernambuco e pau-vermelho. Apresenta
diversas propriedades medicinais, tendo o seu cerne, casca e folhas extensamente estudados
devido a suas propriedades adstringente, secante, odontalgica, tdnica, antitumoral e
antimicrobiana ja demonstradas (CORREA; PENNA, 1984; FREIRE, 2004; SOUZA et al,

2003). A composicdo de suas sementes é alvo de estudos cujos resultados caracterizam a
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presenca de inibidores de protease, compostos diretamente ligados a fisiopatologia de varias
doengas humanas (DECLERCK; IMREN, 1994; OLIVEIRA et al, 2002).

Diante desse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial
toxicoldgico do extrato etanolico das sementes de Caesalpinia echinata Lam. (EESCe)

através da avaliacdo de toxicidade aguda por dois métodos distintos.

MATERIAL E METODO

Material Botanico e Obtencdo da matéria prima

O material botanico constituido de sementes de Caesalpinia echinata Lam. foi
coletado na Reserva Ecoldgica de Tapacurd, localizada no municipio de Sdo Lourenco da
Mata, Pernambuco. Foram coletados os frutos (vagens) diretamente da arvore ainda imaturos,
que foram secos ao sol durante 1 a 2 dias para que ocorresse a liberacdo das sementes. A
exsicata da espécie vegetal foi identificada pela botanica Dr2. Marlene Barbosa, e depositada

no herbéario Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco, sob o registro 68.190.

Preparacdo do Extrato Etandlico Bruto das Sementes

Apds limpeza e pesagem, as sementes secas foram trituradas e colocadas em etanol
absoluto, permanecendo em contato com o solvente por um periodo de 48 horas a temperatura
ambiente, sendo o0 conjunto agitado manualmente, esporadicamente, e mantido ao abrigo da
luz. O liquido da extracdo foi filtrado e concentrado a vacuo em evaporador rotativo acoplado

a uma bomba de vacuo sob temperatura constante de 45°C.

Toxicidade aguda em camundongos

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (Mus musculus) adultos com peso entre

25 e 35g, provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal
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de Pernambuco. Os animais foram divididos por grupos de seis. mantidos em gaiolas de
polipropileno, em condi¢des controladas de iluminagdo (ciclo 12 horas claro/escuro),
temperatura (25+2°C), permaneceram sem alimento por um periodo de 12 horas antes do
experimento e receberam agua ad libitum. O protocolo experimental foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE, processo n°
23076.051710/2011.

A determinacdo da toxicidade aguda foi realizada pelo método Karber e Benhrens
(1964) onde o ensaio foi dividido em fase preliminar e definitiva. Na fase preliminar, foram
administradas doses em concentracdes crescentes com uma progressao geométrica de razao 2.
A finalidade foi determinar a maior dose que ndo apresentava letalidade (D;) e a menor dose
capaz de provocar morte em 100% dos animais do grupo (D). Com base nos dados da etapa
preliminar foi iniciada a fase definitiva. Aos animais foram aplicadas doses crescentes entre
D; e D, com o objetivo de determinar a DLsg (dose letal para 50% dos animais), concluindo a
fase definitiva. A administracdo da substancia foi realizada por via intraperitoneal. O grupo
controle recebeu o veiculo utilizado na dissolucdo da substancia em estudo. Os animais
ficaram sob observacdo durante duas horas ap6s administracdo de cada dose, com notificacGes
a cada 10 minutos, e, a partir de entdo acompanhadas periodicamente durante 48 horas. Neste
periodo foram verificados os efeitos apresentados e a ocorréncia de ébitos, dados necessarios
para a obtencdo do percentual de mortalidade e para calculo das doses letais. A DLsg foi
calculada utilizando-se a formula  DL50 = Df — X(a.b)/ n, Onde: Df = Dose minima capaz
de matar todos os animais; a = Diferenca entre as suas doses consecutivas; b = Média de

animais mortos entre duas doses consecutivas; n = Numero total de animais por lote.

Toxicidade aguda utilizando Artemia salina

Foi utilizada para o teste a metodologia de Meyer et al. (1982). Neste ensaio bioldgico
foram utilizadas larvas de Artemia salina Leach, obtidas a partir da incubacdo de 20 mg de
cisto de Artemia salina em agua marinha, sob luz artificial por 48 horas. Grupos de 10
metanduplios foram expostos a diferentes concentragcdes (50, 100, 250, 500, 750 e 1000
pug/ml) de extrato etanodlico das sementes de C. echinata (EESCe) e as percentagens de

mortalidade determinadas ap6s 24 horas de contato. Todo o experimento foi desenvolvido em
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triplicata. De acordo com a metodologia utilizada, a CLso deve ser interpolada atraves da
plotagem gréafica dos dados.
Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia

Experimental no Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s a aplicacdo do extrato etanolico das sementes de Caesalpinia echinata, nas doses

de 350 a 4.500 mg/Kg, os camundongos foram observados separadamente de forma a

catalogar as reacdes referentes a absorcéo do extrato (Tabela 1).

Tabela 1- Sinais clinicos da toxicidade observada em camundongos albinos swiss fémeas,
tratados com diferentes doses do EE das sementes de C. echinata, por via intraperitoneal.

PARAMETROS DOSE (mg/Kg)

375 750 1500 3000 4500
Estimulantes
Reacdo de fuga +++ +++ +++ +++ +++
1 Frequéncia Respiratoria - - - + +
Sibilo - - - - -
Movimentos Estereotipados ++ ++ +++ +++ +++
Tremores finos/ grosseiros - - - - -
Movimento circulares ++ ++ ++ ++ +++
Agitacdo + + + + +
Postura em garra +++ +++ +++ +++ +++
Movimentos de vibrissas + + + + +
Saltos - - - - -
Postura de ataque - - - - -
Erecdo de cauda + + + + +
Piloerecédo - - - - -
Ondulagdes/Fasciculagdes na cauda - - - - -
Expansao do pavilhdo auricular - - - - -
Depressores
Prostracéo - - - - -
Alteracdo de marcha + - - - -
Postura estatica + + - + -
Sonoléncia - - - - -
Abaixamento do trem posterior + +++ +++ +++ +++
Dispnéia - - - - -
Outros

Edema de focinho - - - - .
Refluxo - - - - -
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Espasmos - - - - -
Petequias - - - - -
Palidez - - - - -
Excrecdo fecal ++ ++ ++ + +++
Distensdo abdominal - - - - -
Contorcgoes +++ +++ +++ +++ +++
Diurese + - + + -
Lacrimejamento - - - - -
Prurido - - - - -
Agressividade - - - + 4+
Hipertrofia testicular - - - - -
Exoftalmia - - - - -

- = sem efeito + = efeito leve ++ = efeito moderado +++ = efeito acentuado

Efeitos toxicos foram verificados apds administracdo do extrato durante todo o ensaio.
ReacOes de fuga e postura em garra foram observadas de forma intensa em todas as doses.
Aumento da frequéncia respiratoria, movimentos estereotipados e circulares, presentes nas
menores doses, se acentuaram nas doses mais elevadas.

A espécie demonstrou ainda que produz amplo efeito sobre o trato gastrointestinal. A
presenca de intensas contor¢Ges em todas as doses administradas se evidenciou, com um
aumento expressivo da excrecao fecal na maior dose, assim como uma alteragdo consisténcia
da excregéo fecal, que passou de seca nas doses de 375, 750, 1.500 e 3.000 mg/Kg para
pastosa e com muco na dose de 4.500 mg/Kg.

Durante algumas horas ap6s o0 experimento 0s animais mantiveram-se reativos e
agitados, contudo, ap6s 24 horas o0s efeitos regrediram gradativamente.

Na avaliacdo toxicologica, as doses mais altas se mostraram mais reativas. Entretanto
ndo foi verificado ébito. Dessa forma nao foi possivel calcular a DLso.

Outras partes da planta ja haviam sido estudadas quanto a sua toxicidade. Os
resultados encontrados divergem do observado neste ensaio, ja que foram evidenciados
valores de DLsp de 1.825 e 995, 57 mg/Kg em flores e folhas respectivamente, 0 que
provavelmente se deve a diferente constituicdo quimicas das partes da planta (SILVA, 2006;
BASTOS, 2011).

Quando avaliada a toxicidade de sementes de outras espécies do mesmo género,
entretanto, ndo foi observada letalidade. Logo, consideramos como plantas de baixa
toxicidade. Esses achados estdo de acordo com o0s obtidos no presente estudo
(CAVALHEIRO et al, 2009; SARMA; DAS, 2009; SELVI et al, 2010; SIREERATAWONG
et al, 2010).
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A anélise comportamental da Artemia salina Leach em contato com as dilui¢des
demonstrou que ndo houve alteracdo referente a motilidade das larvas em relagdo ao controle,
demonstrando a auséncia de influéncia sobre a movimentacdo do organismo estudado.

Ap0ls 24 horas de exposicdo da A. salina Leach, ndo foram observados oObitos nas
concentragcdes administradas.

Meyer et al (1982) estabeleceram uma correlacdo entre o grau de toxicidade e a
concentracdo letal média (CLsp) apresentada com extratos de plantas sobre larvas de A. salina,
considerando a substancia como toxica (CLsp até 500 pg/ml), moderadamente toxica (CLso de
500 a 1.000 pg/ml) ¢ atoxica ou de baixa toxicidade (CLsgacima de 1.000 ug/ml). No presente
estudo, ndo foi verificada morte de larvas em nenhuma das doses, inclusive na de 1.000
ug/ml, conclui-se, portanto, que o extrato testado pode ser considerado atoxico ou de baixa
toxicidade por este método, corroborando os resultados encontrados em camundongos.

A utilizacdo da A. Salina em estudos toxicologicos preliminares deve-se a
simplicidade com que pode ser manuseado. A rapidez e o baixo custo favorecem a utilizacao
em diversos estudos. Ensaios de letalidade sdo muito utilizados em anélises preliminares de
toxicidade geral podendo estimar a concentracdo media letal (CLsp) (LUNA et al, 2005).
Além disso, os testes com esse microcrustaceo sao de grande valia jA que apresenta boa
relacdo com os testes em animais (LOGARTO, 2001).

Conclui-se, portanto, que o extrato das sementes de Caesalpinia echinata Lam.
apresentou baixa toxicidade em testes agudos quando administrado por via intraperitoneal em
camundongos assim como quando na presenca de Artemia salina. Embora ndo tenham
ocorrido Obitos, o extrato demonstrou que possui influéncia sobre o comportamento dos

animais, com novas perspectivas de futuras pesquisas cientificas.
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RESUMO: O Brasil, pela sua grande biodiversidade, apresenta um enorme potencial no
desenvolvimento de novos farmacos, em especial, antibiticos. Pouco se sabe sobre as
caracteristicas farmacologicas das sementes pau-brasil, porém, propriedades antimicrobianas
ja foram evidenciadas em outras partes da planta. Assim, 0 nosso objetivo foi avaliar a
atividade antimicrobiana do extrato bruto etandlico das sementes da Caesalpinia echinata
Lam. frente a bactérias Gram-positivas, negativas e uma levedura. Micro-organismos foram
semeados em tapete em placas de petri contendo meio especifico para cada espécie. Sobre as
placas semeadas foram colocados discos de papel embebidos com o extrato, com o conjunto
incubado por 24 a 48 horas. Ap6s o periodo de crescimento, foram medidos os halos de
inibicdo. O extrato de C. echinata demonstrou atividade parcial frente a Staphylococcus

aureus, ndao havendo inibicdo em rela¢do aos demais micro-organismos testados.
Palavras-chave: Pau-brasil, Staphylococcus aureus, atividade antimicrobiana

ABSTRACT: Evaluation of the antimicrobial activity of crude ethanolic extract of seeds
of Caesalpinia echinata Lam (Fabaceae). Brazil, for its great biodiversity, presents a huge
potential in developing new drugs, especially antibiotics. Little is known about the
pharmacological characteristics of the seeds of Brazil wood, however, antimicrobial
properties have been evidenced in other parts of the plant. Thus, the objective was to evaluate
the antimicrobial activity of crude ethanol extract of seeds of Caesalpinia echinata Lam
against Gram-positive, one negative and yeast. Micro-organisms were sown by exhaustion in
petri dishes containing specific medium for each species. Paper discs soaked with the extract
are placed on the plates, the whole being incubated for 24-48 hours. After the growth period
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were measured the inhibition. The extract of C. echinata showed partial activity against

Staphylococcus aureus, no inhibition in relation to other micro-organisms tested.

Key words: Brazil wood, Staphylococcus aureus, antimicrobial activity

INTRODUCAO

O Brasil é um pais de proporg¢des continentais, seus 8,5 milhGes km2 ocupam quase a
metade da América do Sul, abarcando varias zonas climéticas e seis diferentes biomas. A
variedade de biomas reflete a enorme riqueza da flora e da fauna brasileiras: o Brasil abriga a
maior biodiversidade do planeta. Esta abundante variedade de vida, traduzida em mais de
20% do numero total de espécies da Terra, eleva o Brasil ao posto de principal nacdo entre os
17 paises de maior biodiversidade (MMA, 2011).

Essa enorme potencialidade pode ser aproveitada no desenvolvimento de farmacos,
levando-se em consideracdo que as plantas sdo uma importante fonte de compostos naturais
dotados de atividade bioldgica, sendo sua contribuicdo de grande relevancia na é&rea
farmacéutica pela utilizacdo de suas substdncias ativas como fonte de matérias-primas
(SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2004).

H& uma continua necessidade na descoberta de novos antibioticos, especialmente os
gue atuem por mecanismos de acdo diferentes dos encontrados nas drogas disponiveis. Essa
busca inevitavel deve-se a elevacdo dos niveis de resisténcia bacteriana e devido a
importancia das doencas infecciosas, que representam a segunda maior causa de morte no
mundo. Uma vez que a as plantas sdo dotadas de uma gama de componentes com utilizacéo
terapéutica, estas podem ser consideradas como fortes alternativas a estudos nesse sentido
(GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010; LUZHETSKYY, PELZER, BECHTHOLD,
2007)

O pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.), possui porte arb6reo, com registros de até
30 metros de altura e tronco geralmente curto, tortuoso e repleto de espinhos. Suas sementes
sdo orbiculares, de coloracdo acastanhada, sendo encontradas em frutos do tipo vagem que

amadurecem em aproximadamente um més apoés a floragdo (LEWIS, 1998; LIMA, 1992).
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Devido a intensa exploracdo desde a época da colonizacdo e durante muitos anos, a
arvore figura hoje na lista de espécies ameacadas de extingdo (BRASIL, 2008). Pouco se sabe
sobre as caracteristicas farmacoldgicas de suas sementes j& que as pesquisas cientificas
envolvendo essa espécie tratam geralmente de aspectos botanicos e agronémicos devido a sua
condicdo de espécie ameacada de extin¢do, embora diversas propriedades medicinais ja
tenham sido demonstradas em outras partes da planta (ALENCAR et al, 2002; ZHAO et al,
2006).

MATERIAIS E METODOS
Material Boténico e Obtencéo da matéria prima

As sementes de Caesalpinia echinata Lam. foram coletadas na Reserva Ecoldgica de
Tapacura, em Sdo Lourenco da Mata, Pernambuco. Foram colhidos os frutos (vagens)
diretamente da arvore ainda imaturos, que foram secos ao sol durante 1 a 2 dias para que
ocorresse a liberacdo das sementes. A exsicata da espécie vegetal foi identificada pela
botanica Dr®. Marlene Barbosa, e depositada no herbario Geraldo Mariz da Universidade

Federal de Pernambuco, sob o registro 68.190.

Preparacdo do Extrato Etandlico Bruto das Sementes

Apos limpeza e pesagem, as sementes secas foram trituradas e colocadas em etanol
absoluto, onde permaneceram em contato com o solvente por um periodo de 48 horas a
temperatura ambiente, com agitacdo manual e esporadica, € mantido ao abrigo da luz. O
liquido da extracao foi filtrado e concentrado
a secura em evaporador rotativo acoplado a uma bomba de vacuo sob temperatura constante
de 45°C.

Padronizacéo dos indculos

A partir das culturas mantidas sob refrigeracdo, os microrganismos foram semeados
em Agar nutriente ou Sabouraud e incubados a 37°C por 24 horas para crescimento. Em
seguida, colbnias foram retiradas e transferidas para tubos com 5 ml de &gua estéril a fim de

formar solucdes com turvacdo correspondente ao tubo 0,5 de turbidez da Escala de
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McFarland, que corresponde a aproximadamente 10" UFC/ml para fungos e 10 UFC/ml para
bactérias (CLSI, 2010).

Teste de Difusdo em disco de papel

A atividade antimicrobiana do EE das sementes de C. echinata foi avaliada pelo
método de difusdo em disco de papel (BAUER, 1966) frente a bactérias padrdo obtidas da
Colecdo de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA) (Tabela 1).

Tabela 1 - Micro-organismos utilizados para o ensaio antimicrobiano.

IDENTIFICACAO MICRO-ORGANISMO CLASSIFICACAO
UFPEDA 01 Staphylococcus aureus Gram-positivo
UFPEDA 06 Micrococcus luteus Gram-positivo
UFPEDA 16 Bacillus subtilis Gram-positivo
UFPEDA 39 Pseudomonas aeruginosa Gram-negativo
UFPEDA 71 Mycobacterium smegmatis Alcool-4cido-resistente
UFPEDA 138 Enterococcus faecalis Gram-positivo
UFPEDA 224 Escherichia coli Gram-negativo
UFPEDA 398 Serratia marcescens Gram-negativo
UFPEDA 1007 Candida albicans Levedura

UFPEDA (Colecdo de Microrganismos do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de

Pernambuco)

As suspensdes foram semeadas em tapete, utilizando “swab” estéril embebido com as
mesmas, em placa contendo o Agar Mieller Hinton (S. aureus, B. subtilis, E. coli, P.
aeruginosa e S. marcescens), glicose extrato de levedura (E. faecalis e M. smegmatis) e

Sabouraud (C. albicans).

Sobre as placas semeadas foram colocados os discos de papel com 6 mm de diametro
embebidos com 10 pl do extrato em duas concentragdes, de forma que a concentragéo final
obtida foi de 2.000 e 4.000 pg/disco. O material foi entdo incubado a 37°C. Apds 24 a 48

horas de incubag&o, as placas foram examinadas e os didmetros das zonas de inibigdo foram
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medidos. Todo o ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos através da
média aritmética dos halos de inibi¢do obtidos nas trés placas e calculado o desvio padrdo.
Como controle, foram utilizados discos embebidos com Dimetil Sulféxido (DMSO) a 100%,
solvente utilizado na solubilizacdo do extrato e como padrdo, discos contendo o0s
antimicrobianos Gentamicina, Cloranfenicol e Cetoconazol nas concentragdes de 10, 50 e 300

pg/disco respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Vaérias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas com o objetivo de descobrir
novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas ja que 0s micro-
organismos patogénicos tornam-se cada vez mais resistentes as drogas ja conhecidas
(DUARTE, 2006; OSTROSKY et al, 2008)

O extrato etandlico bruto das sementes de C. echinata Lam. apresentou atividade
antimicrobiana frente ao Staphylococcus aureus (UFPEDA 01) com halos que variaram entre
10 e 11mm. Nao foram observados halos de inibicdo de crescimento nos outros micro-

organismos avaliados (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto das sementes de C. frente aos
micro-organismos testados.

MICRO- EXTRATO DE C.
ORGANISMOS echinata DMSO GEN CLO CTZ
2000pg/ml 4000pg/mi
UFPEDA 01 10+ 0,6 11+0,6 - 28+1,0 36+1,0 -
UFPEDA 06 - - - 37+£1,0 45+ 0,6 -
UFPEDA 16 - - - 26 0,6 35+1,0 -
UFPEDA 39 - - - 26 +0,6 24 £ 0,6 -
UFPEDA 71 - - - 36+0,6 21+0,6 -
UFPEDA 138 - - - 14+0,6 11+0,6 -
UFPEDA 224 - - - 25+10 32+0,6 -
UFPEDA 398 - - - 25+0,6 28+0,6 -
UFPEDA 1007 - - - - - 4+£1,0

Média dos halos de inibicdo em milimetros. Os tracos (-) indicam auséncia de halo de inibicao.
UFPEDA (Colecédo de Microrganismos do Departamento de Antibi6ticos da Universidade Federal de
Pernambuco). DMSO (dimetilsulfoxido). GEN (Gentamicina). CLO (Cloranfenicol). CTZ
(Cetoconazol).
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S&o raros os registros de trabalhos que avaliem atividade bioldgica e em especial o
potencial antimicrobiano dessa planta e, devido a variedade de métodos para esse estudo, a
comparacdo de dados acaba sendo dificultada (NASCIMENTO et al, 2007).

O género Caesalpinia possui comprovada atividade antibacteriana e antifingica de
algumas espécies, inclusive em sementes (AQIL; AHMAD, 2003; CRUZ et al., 2007;
SAEED; SABIR, 2002; SUDHAKAR et al., 2006; WOLDEMICHAEL et al, 2003). Em
contrapartida, a atividade antimicrobiana ndo foi tdo expressiva no presente estudo e na maior
parte dos ensaios utilizando a espécie Caesalpinia echinata Lam.

De acordo com Alves e colaboradores (2000), cujo trabalho apresentou uma
classificacédo de atividade de acordo com o diametro dos halos de inibicdo, o extrato avaliado
no presente estudo pode ser considerado parcialmente ativo (entre 9 e 12 mm).

O ensaio demonstrou que, através da metodologia de difusdo em disco de papel, o
extrato analisado possui pouca atividade contra os micro-organismos testados, resultado
semelhante ao encontrado por Bastos
(2011) em estudo utilizando as flores da Caesalpinia echinata Lam. também pela mesma
técnica. Foi evidenciado, porém, no mesmo trabalho, um grande aumento na resposta
antimicrobiana na realizacdo do ensaio pela técnica de difusdo em agar.

Silva et al. (2006), em trabalho que utilizou cerne da mesma planta verificaram que
ndo houve atividade antimicrobiana contra nenhuma das cepas testadas, Gram-positivas,
Gram-negativas e fungos, tal resultado assemelha-se ao demosntrado nesse estudo,
excetuando-se o Staphylococcus aureus.

Pode-se concluir, portanto, através desse screening, que o extrato etanolico das
sementes de Caesalpinia echinata Lam. possui atividade parcial frente Staphylococcus
aureus, o que sugere um estudo mais aprofundado utilizando outras cepas dessa espécie e que

ndo houve inibicdo em relacdo aos outros micro-organismos testados.
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RESUMO: Ao longo das ultimas décadas as neoplasias vem crescendo consideravelmente e
dentre os tratamento disponiveis, a quimioterapia € um dos mais utilizados, porém, apresenta
inimeros efeitos colaterais e nem sempre é eficaz. Dai, surge a importancia do
desenvolvimento de novos farmacos antineoplasicos, tendo as plantas como potenciais fontes
para a origem de compostos efetivos e com menos danos ao paciente. Assim, o objetivo do
presente ensaio foi avaliar a atividade antineoplasica do extrato bruto etanolico das sementes
da Caesalpinia echinata Lam. em modelos animais, utilizando Sarcoma 180 e Carcinoma de
Ehrlich como linhagens tumorais. O tratamento foi realizado por via intraperitoneal durante 7
dias e ao final os animais foram sacrificados, os tumores pesados e 0s percentuais de inibicdo
calculados. Os testes demonstraram que o0 extrato possui atividade antitumoral frente as duas

linhagens estudadas, em especial o carcinoma.
Palavras-chave: Céancer, pau-brasil, antitumoral, sarcoma 180, Carcinoma de Ehrlich

ABSTRACT: Study of the anticancer property of ethanolic extract of seeds of
Caesalpinia echinata Lam. Over the last decades, the cancer has grown considerably and
among the available treatment, chemotherapy is one of the most used, however, has numerous
side effects and is not always effective. Hence comes the importance of developing new
anticancer drugs, and plants as potential candidates for lead compounds effective and with
less damage to the patient. The objective of this test was to evaluate the antineoplastic activity
of crude ethanol extract of seeds of Caesalpinia echinata Lam. in animal models, using
Sarcoma 180 and Ehrlich carcinoma as tumor cell lines. Treatment was administered

intraperitoneally for 7 days and at the end the animals were sacrificed, the tumors weighed
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and the percentage inhibition calculated. The tests showed that the extract has antitumor
activity against the two strains studied, especially carcinoma.

Key words: Cancer, Brazil wood, anti-tumor, sarcoma 180, Ehrlich carcinoma

INTRODUCAO

No Brasil, a mortalidade por neoplasias vem crescendo consideravelmente ao longo
das ultimas décadas, ao passo que as mortes por doencas infecto parasitarias foram reduzidas.
As neoplasias (tumores) sdo hoje a segunda causa de 6bito na populacdo, 0 que representa
mais de 14,6% do total de mortes ocorridas no pais (BRASIL, 2011).

O estilo de vida do homem moderno o expde a muitos fatores de risco que predispdem
ao cancer, como o fumo, a exposicédo prolongada ao sol, consumo de bebida em altas doses e
um contato prolongado com produtos quimicos potencialmente carcinogénicos ou virus
(PIVETA, 2004).

Os trés tratamentos classicamente adotados contra o cancer sdo a quimioterapia,
radioterapia e a cirurgia. Embora existam diversas classes de compostos quimicos
antineoplasicos disponiveis, os tratamentos ainda apresentam inumeros efeitos colaterais,
além de uma perspectiva de cura nem sempre eficaz (MACHADO, 2000).

Compostos naturais possuem diversas e complexas estruturas moleculares em
comparagdo as pequenas moléculas sintéticas. Alguns produtos vegetais tém sido usados para
o tratamento do cancer e diversos compostos herbais tém se mostrado muito promissores
como agentes antitumorais, apresentando efeitos colaterais reduzidos (DESAI et al, 2008;
GONZALES; VALERIO, 2006; MORAES, ALONSO, OLIVEIRA-FILHO, 2011)

Com base no vasto conhecimento popular ja existente para o uso de muitas plantas
medicinais, estima-se que 0s custos para o desenvolvimento de um fito medicamento nédo
devem ultrapassar 2 a 3 % daquele previsto para o desenvolvimento de um novo medicamento
sintético (CALIXTO, 2003).

Caesalpinia echinata Lam., popularmente conhecida como pau-brasil ou pernambuco,
pertence a familia leguminosae/Fabaceae, sub-familia Caesalpinoidae, sendo considerada de
valor historico e econdémico. A cor vermelha do seu caule, que remete a madeira queimando
(brasa), é a origem do nome Brasil (CRUZ-SILVA et al, 2004; LEWIS, 1998).
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Embora poucos registros tenham sido encontrados sobre a avaliacdo bioldgica das
sementes, ja& foi evidenciada a presenca de compostos que estdo diretamente ligados ao
desenvolvimento do céncer e a invaséo tumoral (DECLERCK; IMREN, 1994; OLIVEIRA et
al, 2002).

Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar a atividade antineoplasica do extrato

bruto etandlico das sementes da Caesalpinia echinata Lam. em modelos animais.

MATERIAIS E METODOS

Material Boténico e Obtencéo da matéria prima

O material botanico foi coletado na Reserva Ecologica de Tapacura localizada no
municipio de Sdo Lourenco da Mata, Pernambuco. Foram colhidos os frutos (vagens)
diretamente da arvore ainda imaturos, que foram secos ao sol durante 1 a 2 dias para que
ocorresse a liberacdo das sementes. A exsicata da espécie vegetal foi identificada pela
botanica Dr®. Marlene Barbosa, e depositada no herbario Geraldo Mariz da Universidade

Federal de Pernambuco, sob o nimero 68.190.

Preparacdo do Extrato Etandlico Bruto das Sementes

Apds limpeza e pesagem, as sementes secas foram trituradas e colocadas em etanol
absoluto permanecendo em contato com o solvente por um periodo de 48 horas a temperatura
ambiente, sendo 0 conjunto agitado manualmente, esporadicamente, e mantido ao abrigo da
luz. O liquido da extragdo foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo acoplado a uma
bomba de vacuo sob temperatura constante de 45°C até a remogéo completa do solvente.
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Animais

Para a investigacdo da atividade antitumoral foram utilizados camundongos albinos
Swiss fémeas (Mus musculus), adultos, com peso entre 25 e 35¢, divididos em grupos de seis.
Os animais foram mantidos em condigdes controladas de iluminacdo (ciclo 12 horas
claro/escuro) e temperatura (25 + 2'C), em gaiolas de polipropileno, recebendo alimentagéo
especifica e agua ad libidum. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE, processo n° 23076.051710/2011 e os ensaios

foram realizados no Laboratorio de Cancerologia Experimental da mesma Universidade.

Implante dos tumores e tratamento

Nos experimentos foram utilizadas duas linhagens de células tumorais: Sarcoma 180
(forma solida) e Carcinoma de Ehrlich (forma sélida). Para o transplante dos tumores foi
retirada a massa tumoral de um animal doador. Essa massa foi fragmentada eliminando partes
do tecido que estejam necrosadas e as regides do tumor que apresentarem uma alta
concentracdo de células em crescimento foram separadas e colocadas em solucdo antibiotica.
Um fragmento desta amostra medindo cerca de 3mm de diametro foi introduzido
subcutaneamente na regido axilar do animal receptor (STOCK et al., 1955; KOMIYAMA,
FUNAYAMA, 1992).

Os animais transplantados foram divididos em seis grupos para cada linhagem, sendo
um controle, um padrdo e quatro tratados. Ao grupo controle foi administrado o veiculo
empregado na diluicdo do extrato, enquanto o grupo padrdo recebeu o metotrexato, farmaco
de referéncia para o tratamento de ambas as linhagens tumorais Ao grupo tratado foi
administrado o extrato das sementes de Caesalpinia echinata Lam. nas doses de 112,5, 225,
300 e 450 mg/kg de peso dos animais. A quimioterapia experimental teve inicio 48 horas apds
o0 transplante dos tumores e ocorreu durante os 7 dias subsequentes. Ap6s o término do
tratamento todos os animais foram pesados e sacrificados por deslocamento cervical e 0s

tumores foram retirados, dissecados e pesados.
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A inibicdo tumoral foi calculada segundo a formula: TWI1% = C — T x 100/C, onde TWI1% =
% de inibicdo tumoral, C = média dos pesos dos tumores dos animais do grupo controlee T =
média dos pesos dos tumores dos animais do grupo teste.

Os ensaios foram realizados conforme a metodologia descrita por Geran et al. (1972).

Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (epm). Os dados
foram analisadas através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste t de Student. O

nivel de significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade foi sempre p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etandlico bruto das sementes de Caesalpinia echinata Lam. administrado
por via intraperitoneal foi capaz de inibir significativamente o desenvolvimento do tumor
solido de Carcinoma de Ehrlich em camundongos fémeas, apresentando inibicdes de 78,77%,
64,02% e 73,80% nas doses de 225, 300 e 450 mg/Kg respectivamente. A dose de 112,5
mg/Kg promoveu uma estimulacdo no crescimento do tumor, enquanto o farmaco padréo
reduziu em 50,23% o crescimento tumoral.

Quanto ao sarcoma 180, o tratamento com o EE das sementes da C. echinata por via
intraperitoneal em camundongos fémeas apresentou a menor dose (112,5 mg/Kg) como a
mais efetiva, com uma inibicdo de 55,97%. As demais doses demonstraram reducdo de
39,49% (225 mg/Kg), 33,31% (300 mg/Kg) e 32,67% (450 mg/Kg) no crescimento tumoral.

O farmaco padréo utilizado para este tumor, metotrexato, atingiu indices de inibicdo
na ordem de 55,77% .

Como demonstrado nos resultados, o EE apresentou menor atividade quando utilizado
no tratamento de Sarcoma 180, uma linhagem tumoral de crescimento rapido e consistente,
amplamente empregado em testes para avaliacdo de agentes quimicos (Levi-Montalcini,
1986).
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A atuacdo do extrato contra a linhagem carcinomatosa mostrou-se bastante ativa. O
Carcinoma de Ehrlich é considerado, segundo a literatura, um tumor de crescimento rapido e
comportamento agressivo (Ajith; Janardhanan, 2003, Kaneno, 2004).

Silva (2006), em pesquisa utilizando cerne de C. echinata observou que o efeito do
respectivo extrato em fémeas se deu de forma dose-dependente, sendo mais eficaz nas
maiores doses. Esse resultado difere do encontrado no presente estudo j& que as melhores
taxas de inibicdo foram obtidas na menor dose para sarcoma e na segunda menor para
carcinoma.

Ainda segundo o mesmo autor, a Caesapinia echinata apresenta atividade frente a
tumores solidos de Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180 pela via intraperitoneal, sendo mais
efetivo contra o primeiro, resposta também encontrada no presenta estudo.

Bastos (2011), em estudo avaliando a propriedade antitumoral em extrato de flores por
via intraperitoneal, também evidenciou atividade para Carcinoma de Ehrlich, assim como o
presente estudo, porém, o extrato ndo apresentou eficacia em relacdo ao Sarcoma 180, o que
os diferencia.

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

Foi observado ainda um aumento no crescimento tumoral do Carcinoma de Ehrlich no
grupo tratado com a menor dose em relacdo ao controle, sugestivo da existéncia de
substancias indutoras. Ming (1999) relatou a presenca de determinadas substancias em

plantas, com potencial indutor de mitoses, sendo, portanto, estimulantes da diviséo celular
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Diante dos resultados obtidos concluimos que:

v De acordo com a avaliagdo toxicologica realizada, podemos concluir que o extrato das
sementes de Caesalpinia echinata Lam. apresenta baixa toxicidade quando
administrado de forma aguda em camundongos por via intraperitoneal.

v O vegetal apresenta-se pouco toxico ou atoxico frente a Artemia Salina.

v O screening antimicrobiano demonstrou que a planta possui atividade antimicrobiana
parcial em Staphylococcus aureus pelo método de difusdo em disco.

v Quanto a capacidade de inibir o desenvolvimento tumoral, 0 extrato mostrou-se eficaz
contra Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich, sendo mais ativo contra a linhagem
carcinomatosa.

v Sua inibicdo tumoral ndo acontece de forma dose-dependente.
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