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RESUMO

Simarouba amara é encontrada em quase todas as regides brasileiras. A decoc¢do da casca do
seu caule é usada no tratamento da malaria, inflamacGes, diarreia e como ténico. Esse estudo
caracterizou quimicamente a casca do caule assim como investigou as a¢des anti-inflamatoria,
antiulcerogénica e hepatoprotetora do extrato aquoso da casca do caule de Simarouba amara
(EASA) em paralelo aos ensaios de toxicidade. O perfil fitoquimico foi avaliado por
cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Os efeitos farmacoldgicos do EASA (100, 250 e 500 mg/kg de massa corporal, via oral)
foram investigados em ratos Wistar usando modelos de edema de pata induzidos por
carragenina ou histamina (via intraplantar); de ulceras induzidas por alcool a 70% (v/v) (v.0.),
indometacina (30 mg/kg, via subcutanea) e acido acético a 30% (v/v) (intragastrica); e modelo
de hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCl,, v.0). As toxicidades aguda
(EASA 2000 mg/kg, v.0) e de doses repetidas (EASA 250, 500 e 1000 mg/kg, v.o) foram
avaliadas em ambos os sexos de ratos Wistar e camundongos Swiss, respectivamente. A CCD
evidenciou taninos hidrolisaveis, condensados, fenilpropanodides, acido caféico e tracos de
esterdides, saponinas e quassindides. A CLAE quantificou os &cidos galico (16,47 pg/mL),
elagico (1,29 pg/mL) e clorogénico (3,83 pg/mL), catequina (349,96 pg/mL) e epicatequina
(16,43 pg/mL). Em ambos os modelos edematogénicos, todas as doses do EASA inibiram a
fase inicial da inflamacédo e apenas a dose de 500 mg/kg foi capaz de manter o efeito anti-
inflamatorio. Todas as doses do EASA protegeram a mucosa gastrica do dano agudo induzido
pelo etanol ou indometacina. No modelo crénico (acido acético), o EASA acelerou a
cicatrizacdo da Ulcera ao promover a reepitelizacdo, confirmada também pela proliferacdo das
células da mucosa géstrica por meio da imunorreatividade ao antigeno nuclear de proliferacdo
celular — PCNA e, restabelecer a camada glandular. Todas as doses do EASA também
diminuiram os niveis de peroxidacéo lipidica induzida pelo CCl, no figado, os de aspartato e
alanina aminotransferases, lactato desidrogenase, bilirrubina e aumentaram a proliferacdo dos
hepatdcitos (intensa imunorreatividade ao PCNA). Apenas as doses de 250 e 500 mg/kg do
EASA aumentaram a expressdo de catalase. Na toxicidade aguda, o0 EASA ndo produziu
alteracdo comportamental nem sinal de toxicidade ou morte. Na de doses repetidas, 0s machos
apresentaram aumento nos niveis de proteina total e albumina (todas as doses), de bilirrubina
total e fosfatase alcalina (500 e 1000 mg/kg) e leucocitose (1000 mg/kg). As fémeas
apresentaram aumento na variacdo do tamanho das hemacias (RDW) e hipertrigliceridemia
(1000 mg/kg), e hiperuricemia (500 e 1000 mg/kg). A analise histologica evidenciou aumento
do espaco da capsula de Bowman e hipertrofia dos espongidcitos das adrenais (dose 1000
mg/kg de ambos o0s sexos), discreto infiltrado linfocitario no coracdo dos machos (1000
mg/kg) e discreta esteatose hepatica nas fémeas (500 e 1000 mg/kg). Dessa forma, conclui-se
que o EASA é composto principalmente por taninos e possui atividades antiedematogénica,
antiulcerogénica e hepatoprotetora assim como baixa toxicidade quando administrado por via
oral.

Palavras-chave: Anti-inflamatérios. Antiulcerosos. Hepatoprotetores. Simarouba amara.
Taninos.



ABSTRACT

Simarouba amara is found in almost all Brazilian regions. A decoction of the stem bark is
used to treat malaria, inflammation, diarrhea and as tonic. This study chemically characterized
the stem bark as well as investigated the anti-inflammatory, gastroprotective and
hepatoprotective actions from the aqueous extract of Simarouba amara stem bark (SAAE) in
parallel to toxicity assessments. The phytochemical profile was assessed by thin layer
chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). The
pharmacological effects of SAAE (100, 250 and 500 mg/kg of body weight, per oral) were
investigated in rats using models of paw edema induced by carrageenan or histamine
(intraplantar); of ulcers induced by 70 % alcohol (v/v) (p.0), indomethacin (30 mg/Kkg,
subcutaneous) and 30% acetic acid (v/v) (intragastric); and hepatotoxicity model induced by
carbon tetrachloride (CCly, p.0). The acute (SAAE 2000 mg/kg) and repetead doses (SAAE
250, 500 and 1000 mg/kg) toxicities were evaluated in both sexes of Wistar rats and Swiss
mice, respectively. The TLC showed hydrolysable and condensed tannins, phenylpropanoids,
caffeic acid and traces of steroids, saponins and quassinoids. The HPLC quantified gallic
(16.47 pg/mL), ellagic (1.29 pg /mL) and chlorogenic acids (3.83 pg /mL), catechin (349.96
png/mL) and epicatechin (16.43 pg/mL). In both edematogenic models, all doses of SAAE
inhibited the early phase of inflammation and only the dose 500 mg/kg was able to maintain
the anti-inflammatory effect. All doses of SAAE protected the gastric mucosa from acute
damage induced by ethanol or indomethacin. In the chronic model (acetic acid), the SAAE
accelerated ulcer healing by promoting re-epithelialization, confirmed by gastric cell
proliferation through immunoreactivity to proliferating cell nuclear antigen - PCNA and,
restored glandular layer. All doses of SAAE also decreased the levels of lipid peroxidation
induced by CCl, on liver, aspartate and alanine aminotransferases, lactate dehydrogenase,
bilirubin and increased hepatocyte proliferation (PCNA intense immunoreactivity). Only 250
and 500 mg/kg doses increased the catalase expression. In the acute toxicity, SAAE produced
no behavioral changes nor toxicity signs or death. In the repetead doses, the males showed
increases in the levels of total protein and albumin (all doses), total bilirubin, alkaline
phosphatase (500 and 1000 mg/kg) and leukocytosis (1000 mg/kg). The females showed
increased red cell distribution width (RDW) and hypertriglyceridemia (1000 mg/kg), and
hyperuricemia (500 and 1000 mg/kg). Histological analysis revealed increased Bowman
capsule space and hypertrophy of the adrenal gland espongiocytes (at dose 1000 mg/kg for
both sexes), discrete lymphocytic infiltrate in the heart of males (1000 mg/kg) and discrete
hepatic steatosis in females (500 and 1000 mg/kg). Thus, it is concluded that the EASA is
composed mainly of tannins and has antiedematogenic, antiulcer and hepatoprotective
activities as well as low toxicity when administered orally.

Keywords: Anti-inflammatories. Antiulcers. Hepatoprotectives. Simarouba amara. Tannins.
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1. Introducgéo

O uso das plantas medicinais sempre fez parte da sociedade ao longo da historia
(SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2008). Notavelmente, a pratica ethomedicinal
reflete os conhecimentos adquiridos e acumulados ao longo de séculos e até, possivelmente,
milénios (KABIR et al., 2014). O conhecimento popular é o principal determinante para a
utilizacdo de uma dada espécie, e representa muitas vezes, 0 Unico recurso terapéutico de
muitas comunidades e grupos étnicos (MACIEL; PINTO; VEIGA JR., 2002).

Entretanto, € grande o nimero de plantas ainda ndo estudadas, tanto no sentido de uma
utilizacdo direta, como da obtengdo de novos constituintes ativos, ou simplesmente, de novas
moléculas que possam servir para preparar por semi-sintese compostos farmacologicamente
ativos (DA CUNHA, 2003). Apesar do uso tradicional e da grande utilizacdo das plantas
medicinais, sua efetividade e a auséncia de toxicidade devem ser comprovadas, por isso é
necessario conhecer a dose eficaz e aquela que produz toxicidade, portanto, é fundamental um
estudo farmacodinamico e toxicologico padronizado (AGRA; FRANCA; BARBOSA-FILHO,
2007).

A familia Simaroubaceae compreende 28 géneros com aproximadamente 25 espécies
distribuidas na floresta amaz6nica e em regides tropicais do México, Cuba, Haiti, Jamaica e
América Central (ARRIAGA et al., 2002). Simarouba amara consiste numa arvore de grande
porte distribuida em quase todas as regibes brasileiras (HALL et al., 1983). Ela tem uma
longa histéria na medicina tradicional de muitos paises. No Brasil, onde a planta é
popularmente conhecida como “praiba”, “marupa” e “pau-paraiba”, a decocgdo da casca do
seu caule tem sido usada no tratamento da malaria, inflamac@es, diarréia e como ténico
(BONTE et al., 1996; ARRIAGA et al., 2002; TAYLOR, 2005).

Simarouba amara é uma das espécies selecionadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria para ser reintroduzida na farmacopéia brasileira, desde que sua
monografia seja atualizada e complementada (BRASIL, 2007). No entanto, ha uma caréncia
de dados boténicos e fisico-quimicos relacionados a planta assim como de estudos que
comprovem suas propriedades etnofarmacoldgicas e a seguranga de seu uso pela populagéo.
Partindo desse contexto, esse estudo propds-se a caracterizar quimicamente a casca do caule
de Simarouba amara assim como investigar as propriedades anti-inflamatdrias,
antiulcerogénicas e hepatoprotetoras do extrato aquoso da casca do caule da planta em
paralelo aos ensaios de toxicidade.
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2. Revisado Bibliografica

A revisdo desse trabalho contextualizara os aspectos etnofarmacoldgicos, normativos e
de toxicidade relacionados ao uso tradicional das plantas medicinais correlacionando-os com
os de Simarouba amara, planta caracteristica da mata atlantica brasileira, popularmente usada
no tratamento de diversas doencas.

2.1 Plantas medicinais

Planta medicinal é definida como sendo a espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada
com propdsitos terapéuticos (BRASIL, 2011). O conhecimento sobre as plantas sempre tem
acompanhado a evolucdo do homem através dos tempos. As civilizacdes primitivas logo
perceberam da existéncia, ao lado das plantas comestiveis, de outras dotadas de maior ou
menor toxicidade que, ao serem experimentadas no combate a doenca, revelaram
empiricamente o0 seu potencial curativo. Toda essa informacdo foi sendo, de inicio,
transmitida oralmente as geracfes posteriores, para depois, com 0 aparecimento da escrita,
passar a ser compilada e guardada (DA CUNHA, 2003).

2.1.1 Histérico

Consideram-se como primeiros registros escritos do uso de plantas, as placas de barro
atualmente conservadas no “British Museum”, onde se encontram copiados em caracteres
cuneiformes, por ordem do rei assirio Ashurbanipal, documentos sumeérios e babil6nicos,
datando mais de 3000 anos antes da era cristd. Em outro documento, o famoso papiro,
decifrado em 1873 pelo egiptélogo alemdo Georg Ebers, tem-se representado o primeiro
tratado médico egipcio conhecido da primeira metade do século XVI antes da era cristd. Parte
do seu texto ¢ destinada ao tratamento das doencas internas e a restante da indicacdes sobre a
constituicdo dos medicamentos que deveriam ser empregados. Embora a medicina egipcia se
apoiasse muito em elementos magicos e religiosos, sabe-se que ja eram utilizados o sene, 0
zimbro, as sementes do linho, o funcho, o ricino e muitas outras plantas (DA CUNHA, 2003).

Esse conhecimento, ja bastante profundo, sobre plantas medicinais e toxicas €
revelado também ao serem estudadas outras civilizagfes antigas, como a chinesa e a hindu.
Na chinesa, é bem reconhecida a obra denominada Pent-Sao constituida por varios livros em

que héa referéncias a numerosas plantas, entre as quais a efedra (Ephedra sinica), que so
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entrou na terapéutica dos povos ocidentais j& no final do século XIX. Em relacdo as
civilizagbes mais recentes, uma contribuicdo importante foi dada pelos povos helénicos, que
ao receberem dos persas muitos produtos orientais, tiveram grandes médicos como Hipdcrates
(460-377 a. C.), o “pai da medicina”, Claudius Galeno (129-216 d. C.) o “pai da farmacia”, a
quem ¢ atribuido algumas das formas farmacéuticas precursoras usadas até hoje, e Teofrasto
(372 — 287 a. C.) que com a sua “Historia das plantas”, deixou descri¢des botanicas muito
precisas, acompanhadas de indicacfes sobre efeitos tdxicos e propriedades curativas (DA
CUNHA, 2003; NOGUEIRA; MONTANARI; DONNICI, 2009).

Contudo, quem posteriormente destacou-se no campo das plantas medicinais foi
Dioscorides (50 — 70 d. C.), que ao acompanhar os exércitos romanos na Peninsula Ibérica, no
Norte da Africa e na Siria, recolheu abundante informacdo sobre plantas dessas regides.
Escreveu o tratado “De Materia Medica” que representa um marco histérico no conhecimento
de numerosos farmacos, muitos dos quais ainda hoje usados. Foram descritos cerca de 600
produtos de origem vegetal, animal e mineral com as indica¢Ges sobre 0 seu uso terapéutico e
passou a ser usado como guia de ensino no mundo romano e arabe, continuando em vigor até
finais da Idade Média (DA CUNHA, 2003).

Durante a Idade Média houve um retrocesso na evolugdo da arte de curar. A
estagnacdo da terapéutica durante esse periodo foi de algum modo compensada pelos arabes
que ao dominarem a partir do século VII1, o comércio do oceano indico e os caminhos das
caravanas provenientes da India e da Africa, tiveram acesso a muitas das plantas dessas
regides, tais como o ruibarbo, a canfora, o sandalo, a noz moscada, o tamarindo e o cravinho.
No século XIIl, o médico arabe lbn Al Baitar na sua enciclopédia médico-botanica “Corpus
simplicium medicamentarium” incorporou os conhecimentos classicos e a experiéncia arabe,
caracterizando mais de 2000 produtos dos quais cerca de 1700 sdo de origem vegetal (DA
CUNHA, 2003).

Com o renascimento, foram sendo introduzidos na terapéutica novos remédios
oriundos de plantas, pois havia uma preocupagdo permanente de anotar tudo o que de util se
descobria nesse dominio. Por isso, seguiam nas naus fisicos e boticarios que muitas vezes
guardavam em sigilo essas informacdes por serem consideradas segredos de Estado (DA
CUNHA, 2003). Nessa época, quem se notabilizou foi Garcia de Orta, um médico judeu
portugués, que depois de ter permanecido na india por mais de trinta anos, em 1563 publicou
em Goa os “Coloquios dos Simples e drogas da India”, livro no qual esclareceu pontos
polémicos de obras anteriormente publicadas, corrigindo e dando indicagdes precisas sobre

certas plantas usadas na terapéutica até entdo nunca descritas (KELLER, 1974).
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Em 1673, a partir da publicagdo da “Histoire géneral des Drogues” pelo farmacéutico
Pierre Pomet, o estudo das plantas entrou no periodo cientifico, pois foram adotadas a
classificacdo e a descricdo taxondmica para as mesmas. No entanto, somente no final do
século XVIII, comecgou-se a isolar e a determinar a estrutura dos constituintes ativos dos
produtos de origem natural dotados de propriedades medicinais (DA CUNHA, 2003).

Desse modo, percebe-se que o uso das plantas medicinais sempre fez parte da
sociedade ao longo da historia e elas continuaram a serem usadas como principal fonte de
cura pela populacao dos paises em desenvolvimento mesmo no século XX, periodo no qual o
uso dos medicamentos de origem sintética tornou-se maior nos paises desenvolvidos do
ocidente (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2008).

2.1.2 Potencial farmacolégico

De modo geral, ha trés formas de selecionar uma espécie vegetal. Essa escolha pode
ser feita por meio de uma abordagem randdmica, baseada na disponibilidade da planta; de
uma abordagem quimiotaxondmica ou filogenética, considerando a ocorréncia de certos
metabdlitos secundarios em dado género ou espécie e, por fim, por intermédio de uma
abordagem etnofarmacoldgica, baseada nas informacbes cedidas pela populacdo. O
conhecimento popular é o principal determinante para a utilizacdo de uma dada espécie, e
representa muitas vezes, o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos
(MACIEL; PINTO; VEIGA JR., 2002).

Ainda é grande o numero de plantas ainda ndo estudadas, tanto no sentido de uma
utilizacdo direta, como da obtencdo de novos constituintes ativos, ou simplesmente, de novas
moléculas que possam servir para preparar por semi-sintese compostos farmacologicamente
ativos. E provavelmente, essas plantas pertencem ao arsenal fitoterapéutico que o homem ja
utilizou, muitas vezes, com bons resultados (DA CUNHA, 2003). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) estima que 65 - 80% da populacdo mundial utilizam produtos a base de plantas
medicinais na atencdo primaria a saude. Por isso, desde 1978, a OMS incentiva investimentos
publicos no estudo das mesmas (SILVEIRA; BANDEIRA; DOURADO, 2008).

Com a introducdo da objetividade e metodologia experimental, muito desse
conhecimento empirico comegou a ser comprovado cientificamente, constituindo a base para
0 uso de produtos naturais como matéria-prima para a sintese de substancias bioativas,

especialmente farmacos de origem vegetal. Dessa forma, as plantas com propriedades
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terapéuticas ou toxicas adquiriram fundamental importdncia na medicina popular
(RITTER et al., 2002).

Enquadradas nessa problematica, equipes ligadas a industria farmacéutica e
constituidas por botanicos, farmacognosistas e farmacologistas, procedem em muitas regies
do mundo, mas, sobretudo, nas tropicais e subtropicais, um esforco sistematico de coleta e
estudo de espécies empregadas na medicina popular. Etnofarmacologistas estdo atualmente
empenhados nesses estudos, publicando resultados em revistas especializadas e fomentando,
em nivel internacional, reunides cientificas sobre essa matéria. A ocidentalizacdo de muitas
dessas populacbes e o risco iminente da perda total de tais conhecimentos empiricos,
conferem ao seu registro um estado de necessidade urgente (DA CUNHA, 2003).

Desse modo, as plantas medicinais tém se mostrado importantes para a medicina
moderna. Primeiramente, por poder fornecer farmacos que dificilmente seriam obtidos por
sintese quimica, como os alcaldides de Papaver somniferum e os glicosideos cardiotdnicos de
Digitalis spp. As fontes naturais ainda fornecem compostos que podem ser modificados,
tornando-os mais eficazes ou menos toxicos. E por Gltimo, os produtos naturais podem ser
utilizados como protétipos para obtencdo de farmacos com atividades terapéuticas
semelhantes a dos compostos originais (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1996).

Os diferentes extratos das plantas medicinais, quando testados, podem apresentar
efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos devido a presenca das mais variadas
classes de compostos ou estruturas que contribuem para a mesma atividade (MACIEL;
PINTO; VEIGA JR., 2002). Estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica
atual foram desenvolvidos a partir de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de
microrganismos e 3% de animais. Dos farmacos aprovados no periodo entre 1981 e 2002,
cerca de 60% eram produtos naturais ou foram desenvolvidos a partir desses (NEWMAN,;
CRAGG, 2007).

Os produtos de origem natural podem ser tdo eficazes quanto os obtidos por sintese
quimica, contudo a transformacdo de uma planta em um medicamento deve visar a
preservacdo da integridade quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a constancia de
sua acao bhioldgica e a seguranca de sua utilizacdo, além de valorizar seu potencial terapéutico
(TOLEDO et al., 2003). Por isso, 0 maior problema para a utilizacdo terapéutica das plantas
medicinais no tratamento convencional é a falta de dados cientificos que comprovem sua
eficacia e seguranca (SOUZA; OLIVEIRA; NICOLETE, 2011). Portanto, é essencial 0 uso
responsavel, racional, seguro e ndo abusivo das mesmas (CZELUSNIAK et al., 2012).
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2.1.2.1 Metabdlitos secundarios

As plantas medicinais apresentam uma ampla diversidade de metabdlitos secundarios
com diferentes atividades bioldgicas (SIMOES et al., 2004). O metabolismo é definido como
sendo o conjunto total das transformacGes das moléculas orgénicas, catalisadas por enzimas,
que ocorre nas células vivas para suprir 0 organismo de energia, renovando suas moléculas e
garantindo a continuidade do estado organizado (MARZZOCO; TORRES, 2007). Além do
metabolismo primario, responsavel pela sintese de celulose, lignina, proteinas, lipideos,
acucares e outras substancias importantes para a realizacdo das funcGes vitais, as plantas
também apresentam o chamado metabolismo secundario (CHAMPE; HARVEY; FERRIER,
2008).

Os metabdlitos secundarios, geralmente de estrutura complexa, baixa massa
molecular, possuem diferentes atividades biologicas e, diferentemente dos metabdlitos
primarios, apresentam-se em baixas concentra¢des (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2008).
Despertam grande interesse, ndo sO pelas atividades bioldgicas exercidas pelas plantas em
resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também pela variada atividade farmacoldgica
que possuem. Muitos sdo de importancia comercial e ndo apenas na area farmacéutica
(SIMOES et al., 2004).

A origem dos metabolitos secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da
glicose via dois intermediarios principais: o acido chiguimico e o acetato. O acido chiquimico
¢ formado pela condensacdo alddlica de dois metabdlitos da glicose: o fosfoenolpiruvato e a
eritrose 4-fosfato. Ele origina os taninos hidrolisveis, os alcalides derivados dos
aminoacidos aromaticos e o acido cinamico que é precursor da maioria dos compostos
classificados como fenilpropandides, compostos que tem em comum a presenga de um anel
aromatico na sua constituicdo; ao passo que os derivados do acetato sdo os aminoacidos
alifaticos e os alcaldides derivados deles; terpenoides, esterdides, acidos graxos e
triglicerideos. Alguns metabolitos derivam ndo apenas de um desses intermediarios, mas sdo
resultantes da combinacdo de uma unidade de &cido chiquimico e uma ou mais unidades de
acetato ou derivado deste como é o caso das antraquinonas, dos flavondides e dos taninos
condensados (SIMOES et al., 2004).

2.1.3 Toxicidade
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O surgimento do conceito “natural” em muito contribuiu para 0 aumento do uso das
plantas medicinais nas ultimas décadas, baseando-se na suposi¢do de que produtos naturais
ndo causariam danos e consequentemente, ndo prejudicariam a saude. O desconhecimento por
parte da populacdo sobre os efeitos secundarios e toxicidade de espécies utilizadas
habitualmente pode ter sérias consequéncias (MENGUE; MENTZ; SHENKEL, 2001).

As plantas medicinais podem desencadear reacfes adversas devido aos seus proprios
constituintes, as interacdes com outros medicamentos ou alimentos, ou ainda, reacdes
associadas as caracteristicas do paciente (idade, sexo, condices fisioldgicas, genéticas, entre
outros). Erros de diagnostico, identificacdo incorreta de espécies de plantas e uso diferente da
forma tradicional também podem ser perigosos, levando a superdose, inefetividade
terapéutica e reacoes indesejadas (WHO, 2002).

Embora sejam popularmente consideradas terapéuticas, as plantas medicinais
frequentemente possuem propriedades toxicas desconhecidas pela populacdo (SINTOX,
2010). As pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais sdo de
extrema importancia, assim como o controle da sua comercializacdo pelos 6rgaos oficiais em
feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA JR; MACIEL; PINTO,
2005).

No Brasil, o estudo toxicologico pré-clinico de plantas medicinais é regulamentado
pela RDC n° 90 de 16 de Mar¢o de 2004 que norteia alguns ensaios de toxicidade aguda,
toxicidade de doses repetidas e de longa duracdo (trinta dias a um ano, a depender da
frequiéncia de uso do produto) (BRASIL, 2004). Esses ensaios tém por objetivo comprovar a
eficacia e investigar a toxicidade das plantas visando os seus beneficios para o ser humano.
Além disso, tracam o perfil dos efeitos colaterais, relacionando-os as doses e a um possivel
mecanismo de a¢ao em varias espécies de animais em experimentacio (SIMOES et al., 2004).

A toxicidade aguda refere-se aos efeitos toxicos decorrentes da administracdo da
substancia, em doses Unica ou mdltiplas, por um periodo de 24 horas, e também seus efeitos
durante 14 dias apos a administracdo (LARINI; OLIVEIRA, 1993). Nesse estudo, as
informacdes obtidas devem ser usadas em estudos subsequentes de toxicidade prolongada
(LOOMIS; HAYES, 1996).

A toxicidade prolongada analisa e caracteriza todos os efeitos provocados por uma
determinada substancia quando administrada diariamente em animais experimentais, em
doses previamente estabelecidas e por longos periodos (LOOMIS; HAYES, 1996). Os
principais pardmetros a serem observados durante o tratamento sdo as modificagfes na

atividade motora e comportamental, na cor e textura dos pélos e na frequéncia
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cardiorespiratéria. Ao final dos experimentos, os animais devem ser sacrificados para a coleta
do sangue (analise dos parametros bioquimicos e hematolégicos) e remoc¢éo de 6rgaos para as
analises macro e microscopica (BARNES; DOURSON, 1988).

2.1.4 Regulamentacéo do uso

No Brasil, a regulamentacdo do uso de plantas medicinais foi implementada,
inicialmente, por meio da Lei n° 5.991 de 17 de dezembro de 1973, que estabeleceu a
dispensacdo das mesmas como sendo privativa das farmécias e ervanarias, observados o
acondicionamento adequado e a classificacdo botanica. S6 em 1981, comecou de forma
incipiente a politica de plantas medicinais e fitoterapicos por meio da Portaria do Ministério
da Saude n° 212 de 11 de setembro, que definiu o estudo das plantas medicinais como uma
das prioridades de investigacdo clinica. Em 1982, o mesmo Ministério lancou o Programa de
Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de Medicamentos (PPPM/Ceme) para obter o
desenvolvimento de uma terapéutica alternativa e complementar, baseada no valor
farmacoldgico das preparacdes populares feitas com plantas medicinais (BRASIL, 2011).

Ao longo dessa trajetoria, varias politicas envolvendo plantas medicinais e
fitoterapicos foram implantadas, destacando-se o Decreto n°. 5.813 de 22 de junho de 2006
que instituiu a politica nacional de plantas medicinais e fitoterapicos no pais, a Portaria n°.
971 de 03 de maio de 2006 que aprovou a politica nacional de préaticas integrativas e
complementares no Sistema Unico de Satde (SUS) e a Portaria Interministerial n° 2.960 de 09
de dezembro de 2008 que aprovou o programa nacional de plantas medicinais e fitoterapicos e
criou o comité nacional de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2011).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) considerando a necessidade de
contribuir para a constru¢do do marco regulatorio para producgéo, distribui¢do e uso de plantas
medicinais, particularmente sob a forma de drogas vegetais, a partir da experiéncia da
sociedade civil nas suas diferentes formas de organizagdo, de modo a garantir e promover a
seguranga, a eficacia e a qualidade no acesso a esses produtos, resolveu adotar a Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 10 de 09 de Marco de 2010 (BRASIL, 2011).

2.1.4.1 Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 10 de 09 de Marco de 2010

Atraves dessa resolucdo ficou instituida a notificacdo de drogas vegetais no ambito da

Anvisa, sendo assim consideradas as plantas medicinais ou suas partes, que contenham as
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substancias ou classes de substancias responsaveis pela acdo terapéutica, apds processos de
coleta ou colheita, estabilizacdo e secagem, integras, rasuradas, trituradas ou pulverizadas.
N&o podem ser notificadas drogas vegetais em qualquer outra forma farmacéutica como
capsula, tintura, comprimido, extrato, xarope, entre outras.

J& as plantas medicinais in natura, cultivadas em hortos comunitarios e Farmacias
Vivas reconhecidas junto aos 6rgdos publicos e as drogas vegetais manipuladas em farmacias
de manipulacdo, ndo estdo sujeitas a notificacdo instituida por esta Resolucdo, devendo
atender as condicOes estabelecidas em regulamento préprio.

Ainda de acordo com a RDC n° 10/10, as drogas vegetais sdo produtos de venda isenta
de prescricdo médica destinada ao consumidor final. Sua efetividade encontra-se amparada no
uso tradicional e na revisdo de dados disponiveis em literatura relacionada ao tema. Esses
produtos destinam-se ao uso episadico, oral ou tépico, para o alivio sintomatico das doencas
de baixa gravidade (doenca auto-limitante, de evolucdo benigna que pode ser tratada sem
acompanhamento médico), devendo ser disponibilizadas exclusivamente na forma de droga
vegetal para o preparo de infusdes, decoc¢des e maceracoes.

Para fins de padronizacao, a resolucdo adotou as seguintes medidas de referéncia:

a) Colher das de sopa: 15 mL/3 g;

b) Colher das de sobremesa: 10 mL/2 g;

c) Colher das de cha: 5 mL/1 g;

d) Colher das de café: 2 mL/0,5 g;

e) Xicara das de cha ou copo: 150 mL;

f) Xicara das de café: 50 mL;

g) Calice: 30 mL

Os fabricantes das drogas vegetais abrangidos por esta resolugdo devem apresentar
metodologia, especificacdes e resultados dos seguintes testes de identidade e qualidade da
droga vegetal no momento da notificacéo:

a) Descricdo da droga vegetal em Farmacopeias reconhecidas pela Anvisa, ou em sua
auséncia, em publicagdo técnico-cientifica indexada ou laudo de identificacdo emitido por
profissional habilitado;

b) Prospeccdo fitoquimica, cromatografia em camada delgada (CCD) ou outro método
cromatografico, acompanhada da respectiva imagem em arquivo eletrénico reconhecido pela
Anvisa, com comparagao que possa garantir a identidade da droga vegetal;

c) Caracteristicas organolépticas;

d) Granulometria da droga;
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e) Teor de cinzas totais;

) Teor de umidade/perda por dessecacéo;

g) Contaminantes macroscopicos;

h) Teste limite para metais pesados;

i) Contaminantes microbioldgicos, para os quais serdo adotados limites, a depender do
processo extrativo cuja planta medicinal sera submetida: a quente (preparados por infusdo e
decoccdo) ou a frio (maceracao).

O fabricante deve garantir a manutencdo da qualidade do produto durante o prazo de
validade, confirmada por meio de laudo técnico de andlise. A embalagem deve garantir a
protecdo da droga vegetal contra contaminacgdes, efeitos da luz e umidade e apresentar lacre
ou selo de seguranca que garanta a inviolabilidade do produto. A embalagem deve apresentar
exclusivamente 0 nome do produto, no painel principal, que devera ser composto pela
nomenclatura popular escolhida seguida da nomenclatura botanica: espécie (género + epiteto
especifico).

2.2 Simarouba amara Aublet

A descricdo botanica de Simarouba amara consta apenas no primeiro volume da
farmacopéia brasileira (1926) e, recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria,
busca reintroduzi-la na farmacopéia, desde que a sua monografia seja atualizada e

complementada (BRASIL, 2011). A seguir segue uma resvisdo sobre a espécie.

2.2.1 Dados etnofarmacoldgicos

O uso popular de Simarouba amara remete-se ao ano de 1713, quando os exploradores
franceses descobriram que tribos indigenas da floresta da Guiana faziam uso da casca do
caule da planta para tratar disenteria e malaria. Quando a Franca foi acometida por uma
disenteria endémica entre os anos de 1718 — 1725, o uso da decoc¢do da casca do caule de S.
amara foi um dos poucos tratamentos efetivos, sendo usada até hoje naquela regido da Guiana
para esse fim. Outras tribos indigenas presentes em toda a floresta tropical sul-americana
também usam as cascas de S. amara como agentes antitérmico, hemostatico, tonico, para
tratar malaria e disenteria (TAYLOR, 2005).

Simarouba amara tem uma longa historia na medicina tradicional de muitos outros

paises. Em Cuba, onde é chamada “gavilan”, a infusdo das folhas ou da casca do caule é
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considerada adstringente e administrada oralmente para tratar diarréia, maléria e colite e,
topicamente, nas feridas e Ulceras. Em Belize, a arvore é chamada “negrito” ou “casca para
disenteria”. A casca do caule e, ocasionalmente, a raiz é fervida em agua para produzir um
ténico adstringente usado topicamente em feridas na pele e no tratamento de distarbios
estomacais, intestinais e hemorragias (TAYLOR, 2005). No Brasil, onde a planta é
popularmente conhecida como “praiba”, “marupa” e “pau-paraiba”, a decocc¢do da casca do
seu caule tem sido usada no tratamento da malaria, inflamacdes, diarréia e como tdnico, sendo
tomada diariamente uma xicara das de cha do decécto 2-3 vezes ao dia (BONTE et al., 1996;
ARRIAGA et al., 2002; TAYLOR, 2005).

2.2.2 Aspectos botanicos

A familia Simaroubaceae compreende 28 géneros com aproximadamente 25 espécies
distribuidas na floresta amaz6nica e em regiGes tropicais do México, Cuba, Haiti, Jamaica e
América Central (ARRIAGA et al., 2002). No Brasil, esta representada pelos géneros Quassia
e Picrolemma - na regido Amazobnica; Castela e Picrasma - no sul do pais; Simaba e
Simarouba em quase todas as regides brasileiras (HALL et al., 1983).

Simarouba amara consiste numa arvore grande que atinge até 40 m de altura e 0,5 -
0,9 m de didmetro. Apresenta tronco reto, cilindrico, sem raizes visiveis. A casca externa é de
cor cinza-clara, de textura quase lisa a levemente rachada, com fissuras finas verticais. A
casca interna € amarelo-esbranquicada, de textura arenosa e sabor amargo. As folhas sdo
alternas, compostas, imparipinadas, com foliolos alternos, coriaceos e de base inequilatera. As
flores s&o unissexuais e dispostas em paniculas terminais (ESPINAL; SIGIFREDO, 1986). O
fruto é composto por cinco drupas pequenas, ovoéides, até 1,5 cm de largura com uma semente
cada, quando maduro, o fruto torna-se negro-azulado (GONZALES; DIAZ; LOWY, 1995). A

imagem de Simarouba amara € mostrada na figura 1.
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Figura 1: Espécie de Simarouba amara coletada no municipio de Sdo Jodo-PE. Fonte:

arquivo pessoal.

2.2.3 Perfil fitoquimico

Em estudos de investigagdo fitoquimica realizados Polonsky et al. (1978) foram
isolados alcal6ides, triterpenos e quassindides da casca de S. amara. Grosvenor et al. (2006)
conseguiram isolar 6 novos triterpenos das cascas de Simarouba amara, além de dois outros
compostos anteriormente conhecidos (3-oxatirucalla-7, 24-dien-23-ol e niloticina). Coimbra

(1994) isolou alcaldides e taninos da casca da planta.

2.2.4 Atividades farmacoldgicas

Apbs cerca de 200 anos de historia documentada do uso da casca do caule de S. amara
para tratar a disenteria, a sua utilizacdo para esse fim foi finalmente validada por medicos de
um hospital militar da Inglaterra em 1918. Eles demonstraram que o cha da casca foi um
tratamento eficaz para a disenteria amebiana em humanos. Em 1944, o Instituto Merck
constatou em estudo que S. amara era realmente efetiva (91,8%) contra amebas intestinais em
humanos e, em 1962, outros pesquisadores descobriram que as sementes de S. amara também

apresentavam essa a¢do em seres humanos (TAYLOR, 2005).
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O primeiro estudo que comprovou a propriedade antimalarica tanto da casca do caule
quanto da raiz de S. amara ocorreu em 1947, em galinhas, no qual doses de apenas 1 mg de
extrato da casca por kg de massa corporal apresentaram resultados relevantes. Quando cepas
resistentes aos antimalaricos existentes comecaram a surgir, S. amara foi estudada mais uma
vez. As cascas da planta assim como os quassindides isolados dela apresentaram agédo
antimalrica tanto in vitro quanto in vivo (TAYLOR, 2005).

A partir da década de 1980 outros pesquisadores comprovaram a a¢do antimicrobiana
de S. amara. O’Neill et al. (1988) verificaram a acdo antimalarica dos frutos de S. amara;
enquanto Wright et al. (1988) verificaram a atividade amebicida da casca do caule de S.
amara e Caceres (1990) demonstrou o efeito bactericida dos extratos aquosos e
hidroalcoolicos da casca do caule de S amara frente as bactérias Salmonella typhosa e
Shigella flexineri.

Polonsky et al. (1978) isolaram os quassindides 13,18-dehidroglaucarubinona e
glaucarubinona do extrato aquoso da raiz de S. amara que apresentaram atividade
antiproliferativa contra células leucémicas correspondendo a valores da CEsy de 0,95 e 0,34
pug/mL, respectivamente e, por fim, Bonté et al. (1996) evidenciaram uma maior hidrata¢do na
pele de mulheres adultas tratadas com o extrato aquoso da casca da raiz de S amara assim

como houve maior diferenciacdo dos queratindcitos em culturas de pele in vitro.

2.3 Inflamacéo

A inflamacdo é a resposta tecidual as infeccGes e injarias que tem como finalidade o
reparo tecidual por meio da liberacdo de mediadores inflamatdrios como aminas bioativas,
eicosanoides, citocinas, quimiocinas e fatores de transcricdo. A persisténcia do processo
inflamatorio leva a inflamagdo crénica que pode ocorrer pela persisténcia da infeccédo, pela
injuria local recorrente ou pela deficiéncia de mecanismos anti-inflamatorios naturais
(RODRIGUEZ-VITA; LAWRENCE, 2010).

A resposta inflamatdria gerada pelo sistema imunoldgico tem a finalidade de remover
o0 estimulo indutor da resposta e iniciar a recuperacgdo tecidual do local agredido. A evolugéo
tem inicio imediatamente apos o dano. As células residentes do tecido sdo estimuladas e uma
fase vascular é iniciada; vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade capilar séo
mediados por aminas vasoativas, histamina e serotonina liberadas por mastdcitos e monaocitos.
Esses eventos permitem que um exsudato rico em proteinas e agua extravase para 0 espago

extravascular. Também sdo ativados componentes do sistema complemento, do sistema de
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cininas e do sistema de coagulacdo. Adicionalmente, os macrdfagos residentes liberam
citocinas inflamatorias, como interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e
quimiocinas (CRUVINEL et al., 2010).

Além disso, o endotélio ativado passa a expressar moléculas de superficie que
favorecem a aderéncia e a migracdo de leucdcitos para o tecido. As selectinas permitem a
adesdo fraca dos neutrdéfilos, as integrinas promovem a adesdo forte e as quimiocinas ativam e
estimulam a migracdo dos neutrofilos para o foco inflamatorio. Essas interacdes fazem com
que os neutrofilos rolem pela parede do vaso e sejam expostos aos fatores quimiotaticos. O
gradiente quimiotatico crescente direciona a migracdo dos neutréfilos ao sitio inflamatério
(CRUVINEL et al., 2010).

O oxido nitrico (NO), produzido principalmente pelas células endoteliais do tecido
lesionado, possui potente acdo vasodilatadora - o que leva a um aumento da permeabilidade
vascular. Além disso, atua como regulador do recrutamento de leucdcitos e exerce agdo
citotdxica contra microrganismos. E sintetizado pela NO sintase (NOS), enzima presente em
trés isoformas, sendo a forma indutivel (iNOS) a envolvida nas reacGes inflamatorias. Esta €
induzida em macréfagos e em outras células durante o processo (LOPEZ-POSADAS et al.,
2008).

Simultaneamente a este processo, mediadores lipidicos também sdo produzidos em
consequéncia da ativacao de fosfolipases que clivam fosfolipidios constituintes da membrana
celular e liberam o &cido araquidénico que pode ser metabolizado por duas classes principais
de enzimas: a cicloxigenase (COX) e a lipoxigenase (LOX). A COX-2 é a isoforma envolvida
na inflamacdo e inicia a biossintese de prostaglandinas (PG) e tromboxano (TX). Ja a LOX
estd envolvida na biossintese de leucotrienos (LT) (COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2009).

Os prostandides mais importantes na inflamacdo sdo: PGE,, PGD,, PGF,, PGl,
(prostaciclina) e TXA,. A prostaciclina possui acdo vasodilatadora, além de potencializar os
efeitos quimiotaticos e aumentar a permeabilidade de outros mediadores. As prostaglandinas
PGE,, PGD, e PGF,, também sdo vasodilatadoras, além de exacerbarem o edema. Além
disso, as prostaglandinas também estdo envolvidas nos eventos de algesia e hipertermia
durante a inflamagdo (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

Por sua vez, LTB4 € o principal leucotrieno envolvido no processo inflamatorio.
Exerce potente atividade quimiotatica para leucdcitos, eosinéfilos e mondcitos, promovendo a
migracdo destes tipos celulares para o local afetado. Uma vez no sitio, os leucotrienos ativam

as células da série branca, promovendo a desgranulacdo e a producdo de superoxidos, que
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contribuem para os danos teciduais caracteristicos da inflamacao. Os leucotrienos Cy4, D4 € E4
(LC4, LD4 e LE4) aumentam a permeabilidade vascular (COTRAN; KUMAR; COLLINS,
2000).

Dentre as diversas metodologias empregadas para pesquisas de novas drogas com
potencial anti-inflamatorio, os agentes flogisticos indutores do processo inflamatério, como
carragenina, dextrana e histamina sdo bastante usados em triagem farmacoldgica para
avaliacdo de substancias com potencial anti-inflamatério (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

A carragenina, um polissacarideo sulfatado de origem vegetal e isolado da alga
Chondrus crispus, € amplamente utilizada como agente edematogénico (EMIM, 1996). O
edema de pata induzido por sua administracdo intraplantar é considerado um modelo padréo
de inflamacdo aguda (KALE et al., 2007), pois induz a infiltracdo de fagdcitos, producéo de
radicais livres e liberacdo de mediadores inflamatérios (SALVEMINI et al., 1996). A
histamina, um mediador inflamatorio, quando administrada por via intraplantar promove dor
local, ativacdo do complemento e das células endoteliais, recrutamento dos leucécitos e
formacéo do edema no local da inflamacéo (DAUD; HABIB; RIERA, 2006).

2.4 Ulceras gastricas

O estdbmago € exposto a uma série de substancias que podem causar danos ao seu
epitélio, como o acido cloridrico, enzimas digestivas e a bile. Entretanto, danos significativos
a mucosa raramente ocorrem em condi¢des normais (WALLACE, 2008). A ulcera péptica,
uma das maiores doencas gastrintestinais, é causada por multiplos fatores incluindo estresse,
cigarro, deficiéncia nutricional, agentes nocivos como &lcool, anti-inflamatérios né&o-
esteroides (AINES), infeccOes por Helicobacter pylori entre outros (BELAICHE et al., 2002).

Dentre os fatores que promovem a integridade da mucosa gastrica tém-se a secrecao
de muco, bicarbonato, prostaglandinas, a proliferacdo celular e a perfusdo sanguinea da
mucosa. Essa circulagdo € a responsavel pela nutricio e remocdo dos residuos,
particularmente radicais livres que possuem um papel importante na formagdo da leséo
gastrica (SAIRAM, 2002).

Embora os supressores da secrecéo acida tenham sido a base terapéutica utilizada para
a cura da Ulcera por trés decadas, tem havido um interesse crescente nos ultimos anos tanto
nos mecanismos pelos quais a Ulcera cicatriza quanto na possibilidade de que a velocidade e a
qualidade da cicatrizacdo possam ser farmacologicamente moduladas. A cicatrizagdo requer

angiogénese no tecido de granulacdo na base da ulcera juntamente com replicacdo de células
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epiteliais na margem da Ulcera e subseqliente restabelecimento da arquitetura glandular
(WALLACE, 2008).

Entre os modelos farmacologicos que induzem ulcera gastrica em animais, a utilizagédo
do etanol é amplamente divulgada (LOGUERCIO et al., 1993). Os danos causados pelo
etanol na mucosa géstrica devem-se aos disturbios na microcirculacdo da mucosa, isquemia,
aparecimento de radicais livres, desgranulacdo dos mastocitos, inibicdo das prostaglandinas e
diminuicdo da producdo de muco (SAMONINA et al., 2004). O &cido acético, outro indutor
ulcerogénico, forma ulceras por causar obstrucdo pildrica e necrose da mucosa (OKABE;
PFEIFFER, 1972) e a indometacina, um AINES, induz a formacdo da Ulcera gastrica por
inibir de forma ndo-seletiva a COX, inibindo a sintese de prostaglandinas citoprotetoras
(SAIRAM, 2002).

Extratos de plantas sdo algumas das fontes mais atrativas de novas drogas e tém
mostrado efeitos promissores no tratamento das Ulceras gastricas (BORRELLI; 1Z2ZO, 2000).
Na medicina tradicional, vérias plantas tém sido usadas para tratar doencgas gastrointestinais,
incluindo Ulceras gastricas. Dai a importancia de se investigar o efeito antiulcerogénico das

plantas medicinais que tém sido popularmente usadas para esse fim (SILVA et al., 2009).

2.5 Hepatotoxicidade

O figado é um o6rgdo importante envolvido na manutencdo da homeostasia do
organismo como um todo. Desempenha diferentes fungbes como metabdlica, excretora,
secretora, de armazenamento, sintese e desintoxicacgao (biotransformacéo) (MOTTA, 2009).

LesGes hepéticas induzidas por substancias quimicas, drogas e virus tém sido bem
reconhecidas como um problema toxicologico (DAY, 2007). Elas vém acompanhadas pelo
aumento nos niveis séricos das aspartato e alanina aminotransferases (AST e ALT,
respectivamente), gama-glutamiltranspeptidase (GGT), fosfatase alcalina (FA), lactato
desidrogenase (LDH) e bilirrubina (MAUSS; WEDEMAYER, 2008).

A ALT estd presente no citoplasma do hepatdcito enquanto a AST na mitocondria,
apesar de ndo ser uma enzima hepato-especifica. Em dano hepatocelular leve a forma
predominante no soro € a citoplasmpatica e em lesdes graves, hd a liberacdo da enzima
mitocondrial. A GGT e FA séo marcadores de processos colestaticos. A LDH esté presente no
citoplasma de muitas células do organismo e lesdes no hepatdcito provocam elevacGes
plasméticas significantes da enzima (MOTTA, 2009). No metabolismo da bilirrubina, o

figado € o responsavel por sua captacdo, conjugacao e excrecdo. Por isso, a analise dos seus
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niveis séricos € importante para o diagnostico diferencial de varias doencas (MARTINELLI,
2004).

Os ensaios farmacologicos usados para verificar a atividade hepatoprotetora de
diferentes substancias e/ou extratos utilizam o tetracloreto de carbono (CCls) como
hepatotoxina. O modelo baseia-se nos efeitos dos intermediarios altamente reativos e toxicos
que sdo produzidos durante seu metabolismo hepatico (MADDREY, 2005). Os radicais livres
formados, por serem extremamente reativos e instaveis, participam de reacdes com
substancias quimicas organicas e inorganicas, proteinas, lipideos, carboidratos e &cidos
nucléicos (LEMOS, 2006).

A producdo de radicais livres ocorre naturalmente no organismo como um Processo
fisiolégico. No entanto, essas espécies reativas sao também a maior fonte de estresse celular
guando ocorre o desequilibrio entre a sua geracdo e a defesa antioxidante (MANDA,;
NECHIFOR; NEAGU, 2009). Os efeitos dos radicais livres sdo amplos, mas quatro reagoes
sdo particularmente relevantes para 0 mecanismo de lesdo celular: peroxidacdo lipidica das
membranas, modificacGes oxidativas das proteinas, lesdes no &cido desoxirribonucléico
(DNA) e lesdo de reperfusdo (OLSZEWER, 2008).

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado os radicais
livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento, doencas
autoimunes, infecciosas e/ou inflamatérias e pelas doengas degenerativas, como cancer,
cardiopatias, hepatopatias, catarata, diminuicdo da imunidade e disfuncdes cerebrais
(KANAAN et al., 2014).

Normalmente, o organismo dispde de eficientes mecanismos de reparo antioxidante,
capazes de impedir ou retardar os efeitos deletérios dessas moléculas. Os antioxidantes
consistem num conjunto heterogéneo de substancias que blogueiam a formacgéo de radicais
livres. Os enddgenos, produzidos pelo proprio organismo, sdo classificados em enzimaticos
(superdxidos dismutases citoplasmatica e mitocondrial, catalase, glutationa-peroxidase,
glutationa-redutase) e ndo-enzimaticos (glutationa, acido lipdico, albumina, ubiquinona,
metalotioneinas, transferrina e ceruloplasmina); os exdgenos ou dietéticos, sao adquiridos por
meio da ingestdo alimentar (&cido ascérbico, tocoferol, carotendides, minerais - zinco, cobre,
selénio e magnésio - compostos fenolicos e demais metabdlitos secundarios vegetais)
(SHAHIDI; HO, 2007).

As substancias antioxidantes atuam em diferentes niveis na prote¢cdo do organismo
contra os radicas livres. O primeiro mecanismo de defesa é impedir a sua formagcéo,

principalmente pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre. Os antioxidantes
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séo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes
exogenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, a dupla ligacdo dos &cidos graxos poli-
insaturados, os aminoacidos das proteinas e as bases do DNA, evitando a formacao de lesdes
e a perda da integridade celular (ABRAHAO et al., 2010).

O outro mecanismo de protegdo é o reparo das lesbes causadas pelos radicais. Esse
processo esta relacionado com a remocao de danos na molécula de DNA e a reconstitui¢do
das membranas celulares danificadas. Em algumas situacdes pode ocorrer uma adaptacdo do
organismo em resposta a geracdo desses radicais com o aumento da sintese de enzimas
antioxidantes (LIMA et al., 2012).

A terapia antioxidante, portanto, pode inibir todas as alteracbes oxidativas deletérias
envolvidas na hepatotoxicidade. Apesar do conhecimento da patogénese molecular e das
descobertas de novos agentes hepatoprotetores, as intervencdes terapéuticas efetivas ainda sao
limitadas para o tratamento das doencas hepaticas. Devido a isso, as plantas medicinais,
especialmente aquelas ja usadas tradicionalmente, sdo consideradas fontes para a descoberta
de terapias efetivas (UPUR et al., 2009).

2.5.1 Lipoperoxidagéo

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs), porém a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao
lipidica que acarreta alteracBes na sua estrutura e permeabilidade. Consequentemente, ha
perda da seletividade na troca ibnica e liberacdo do contetdo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas e formacdo de produtos citotoxicos (como o malondialdeido -
MDA), culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989).

A lipoperoxidacdo também pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento,
cancer e a exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos. Assim, como na formacdo das EROs,
nem sempre 0s processos de lipoperoxidacdo sdo prejudiciais, pois seus produtos sao
importantes na reagd0 em cascata a partir do acido araquidonico (formagdo de
prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatéria. Todavia, 0 excesso de tais produtos
pode ser lesivo (ROSS; MOLDEUS, 1991). A lipoperoxidacao talvez se constitua no evento
citotoxico primario que desencadeia a sequéncia de lesdes na célula (KANAAN et al., 2014).
Ela esté representada pelas etapas de inicia¢do, propagacdo e terminagdo. Essas etapas estdo
apresentadas nas reacdes seguintes, onde L representa o lipidio (GARDES-ALBERT; JORE;
FERRADINI, 1991):
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LH + OHe (ou LO*)

> Le + H,0 (ou LOH) Iniciagédo

Le + 0O, > LOO- Propagacao
LH + LOO- >Le+ LOOH Propagacéo
LOO- + Le >LOOL Terminacao
LOO- + LOO- > LOOL + 0O, Terminacgéo

A reacdo inicia-se com o seqlestro do hidrogénio do acido graxo poli-insaturado (LH)
da membrana celular realizado pelo OHe ou LOe< (radical alcoxila), com consequente
formacdo do Le (radical lipidico). Na primeira equacdo de propagacdo, o Le reage
rapidamente com o O, resultando em LOO- (radical peroxila), que por sua vez, sequestra
novo hidrogénio do &cido graxo poli-insaturado, formando novamente o Le na segunda
equacdo de propagacdo. O término da lipoperoxidagdo ocorre quando os radicais LOOs e Le
produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem-se.

A lipoperoxidacéo pode ser catalisada por ions ferro, por converséo de hidroperdxidos
lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos (LO+s e LOO¢), que iniciam nova cadeia de
reacOes, denominada ramificacdo (BORG; SCHAICH, 1988). O radical hidroxila (OHe) é
freqientemente reconhecido como a espécie iniciadora e a mais importante da
lipoperoxidacdo. Entretanto, o ferro também desempenha papel determinante na iniciacdo
deste processo, sendo necessaria uma relacio equimolar Fe**: Fe?* no meio, para que ocorra a
lipoperoxidacdo (GUTTERIDGE, 1988).

As principais metodologias utilizadas para a avaliacdo da lipoperoxidacdo em sistemas
bioldgicos medem a formacao de produtos gerados durante as diferentes fases desse processo.
Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliar a oxidacdo de lipideos é o teste do
malondialdeido (MDA). O MDA é um dialdeido formado como um produto secundario
durante a oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados por cisdo beta dos &cidos graxos poli-
insaturados peroxidados, prinicpalmente o acido araquidénico. E um composto volatil, de
baixa massa molecular, &cido moderamente fraco. Em condic¢des apropriadas de incubacédo
(meio acido e aquecimento), reage eficientemente com uma variedade de agentes
nucleofilicos para produzir cromdgenos com alta absortividade molar no espectro visivel
(KANAAN et al., 2014).
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3.0 Objetivos

Os principais propostios delineados para o trabalho séo descritos a seguir.

3.1 Objetivo geral

Investigar as atividades anti-inflamatoria, antiulcerogénica e hepatoprotetora do

extrato aquoso da casca do caule de Simarouba amara (EASA) em paralelo aos ensaios de

toxicidade.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar quimicamente o extrato aquoso da casca do caule de Simarouba amara;

- Analisar a atividade anti-inflamatoria, por via oral (v.0.), do EASA sobre o edema de pata

induzido por carragenina ou histamina em ratos Wistar;

- Avaliar a atividade gastroprotetora, por v.o., do EASA em modelos ulcerogénicos induzidos
por etanol a 70% (v/v) (v.0.), indometacina (30 mg/kg, s.c) e &cido acético 30% (Vv/v)

(intragastrica) em ratos Wistar;

- Explorar os efeitos hepatoprotetores, por v.0., do EASA sobre a injdria hepatica induzida
por tetracloreto de carbono (CCl,) em ratos Wistar;

- Averiguar a toxicidade aguda e de doses repetidas do EASA, por v.o., em ratos Wistar de

ambos 0s sexos e camundongos Swiss de ambos 0s sexos, respectivamente.
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4.0 Materiais e Métodos

Os materiais e as metodologias empregados na execucdo dos protocolos experimentais

estdo descritos abaixo.

4.1 Material botanico

As cascas do caule de Simarouba amara Aublet foram coletadas no municipio de S&o
Jo&o-PE (08° 52” 33” S e 36° 22’ 01” O Gr.) ¢ identificadas no Instituto Agronomico de
Pernambuco (IPA). A exsicata da planta foi depositada no Herbario Dardano de Andrade

Lima sob o nimero 85268.

4.2 Tratamento do material vegetal

As cascas do caule de Simarouba amara foram coletadas em Dezembro de 2010
perfazendo um total de aproximadamente 5 kg. As amostras foram previamente secas a
sombra, em local arejado e isento de precipitacdo durante 48 horas. Em seguida, foram
submetidas a secagem em estufa de ar circulante, a temperatura de 45 + 2°C até estabilizacédo
da umidade residual que foi de 7,74 + 0,33 (g %), estando dentro dos limites estabelecidos
pela farmacopéia brasileira (1988), que variam de 8 - 14%. Ao final, as cascas foram
submetidas a moagem em moinho de facas. O material cominuido resultante foi misturado,

constituindo assim, a matéria-prima vegetal.

4.3 Extracao

A matéria-prima vegetal foi submetida a decocg¢éo (10 : 100, m/v) durante 10 minutos
usando agua destilada como solvente extrator. Em seguida, o extrato aquoso da casca do caule
de Simarouba amara (EASA) foi filtrado e concentrado em liofilizador (-80°C e 4,58
mmHg). Apos o procedimento, o rendimento do extrato seco de Simarouba amara foi de
12,15 g por litro do extrato aquoso da casca de Simarouba amara.

4.4 Caracterizagdo quimica do extrato aquoso da casca do caule de Simarouba amara
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Serdo realizadas uma investigacdo qualitativa, através da cromatografia em camada
delgada e, outra, quantitativa (cromatografia liquida de alta eficiéncia), baseada nos principais

metabdlitos identificados na CCD.
4.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Aos 0,25 g do extrato seco da casca do caule de Simarouba amara foram adicionados
20 mL de metanol e aliquotas de 10 pL dessa solucdo foram aplicadas em placas
cromatogréficas de gel de silica (Merck® art. 105553, UV 250-366nm), usando fases méveis,
reagentes e padrdes apropriados como mostrados na tabela 1.
Tabela 1: Sistemas de eluicdo e reveladores utilizados para a identificagdo de metabdlitos na

cromatografia em camada delgada.

Metabolitos Sistema de eluicdo Revelador Referéncia

Acucares redutores n-BuOH - Me,CO - TP (pH = 5,0)®  Trifeniltetraz6lio Metz (1961)

Alcal6ides AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0! Dragendorff Wagner e Bladt
(1996)
Cumarinas Eter - Tolueno - AcOH 10%? UV (365 nm) Wagner e Bladt
(1996)
Derivados Cinamicos AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0! NEU Wagner e Bladt
(1996); Neu (1956)
Flavondides AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0* NEU Wagner e Bladt
(1996); Neu (1956)
Proantocianidinas e ACOEt — HCOOH — AcOH — H,0! VvC Roberts et al. (1957)

Leucoantocianidinas

Quassindides n-hexano — Cloroférmio Harborne (1998)
Taninos hidrolisaveis n-BuOH - H,0 - AcOH?® NEU Xavier (1988)
Triterpenos / Tolueno - AcOEt* LB Harborne (1998)
esteroides

1100: 11: 11: 27 vlv; %50: 50: 50 viv; * 40: 50: 10 v/v; *90: 10 v/v; AcOEt = Acetato de etila; HCOOH = Acido férmico; AcOH = écido
acético; CHCls: cloroformio; H,O = agua; UV = ultravioleta; NEU = 4cido etilborilaminoéster a 1% em etanol; n-BuOH = n-butanol; LB
= Lieberman e Burchard; Me,CO = acetona; TP = tampdo fosfato; VC = Vanilina Cloridrica.
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4.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Condic¢bes cromatograficas

A andlise cromatografica para quantificar taninos foi realizada de acordo com
Vasconcelos et al. (2011) com modificagdes. Foram utilizados cromatégrafo liquido
Shimadzu® (UFLC, Japdo) controlado pelo Software LC Solution 1.0 e constituido por bomba
LC-20 AT, desgaseificador DGU — 20As, injetor automatico Sil- 20A e detector de arranjo de
diodos (DAD) SPD — M20A. Empregou-se coluna Cig Restek® (250 mm x 4 mm, 5 pm)
mantida a 30°C. Os padrdes e as amostras foram eluidos através de um gradiente de fase
movel composto por 0,5 % de &cido acético (pH 3,0) (A) e metanol (B). As condi¢bes do
gradiente foram: 0 - 50 min (90 - 10 % de A e 10 - 90 % de B), 50 - 55 min (10-90 % de A e
90 - 10 % de B), 55 - 60 min (90 % de A e 10 % de B). O fluxo foi de 0,8 mL/min e o volume
de injecédo de 20 puL. Os cromatogramas foram obtidos a 290 nm.

Preparacdo das amostras

O EASA foi usado na concentracdo de 1,6 mg/mL. Para a obtengdo dos padrdes,
foram preparadas solucBes aquosas de catequina (0,16 mg/mL), acidos galico (0,16 mg/mL) e
elagico (0,16 mg/mL), epicatequina (0,1 mg/mL) e solucdo metandlica de acido clorogénico
(0,05 mg/mL). As concentracdes dos padrdes foram utilizadas para construir as curvas
analiticas. Todas as amostras e padres foram filtrados através de membranas de 0,22 pum
(Millipore®) e injetadas em triplicata.

4.5 Animais

Ratos Wistar machos e fémeas (Rattus norvegicus var. albinus) com 2 meses de idade,
pesando 250-280g e 210-240g, respectivamente, foram obtidos do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). E camundongos
Swiss machos e fémeas (Mus musculus), com 2 meses de idade, pesando 35-40 g e 30-35 g,
respectivamente, obtidos do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE). Os
animais foram mantidos sob condicbes ambientais padrdo (22 + 2°C; 12:12 h ciclo de
claro/escuro). Agua e ragdo industrializada (Presence®, Purina, Brasil) foram disponiveis ad

libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética e experimentacéo animal
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da UFPE (Processo n°. 26449) de acordo com o Instituto Nacional das Diretrizes de Saude
para o Cuidado e Uso dos animais de Laboratdrio.

4.6 Tratamentos

Em reviséo de literatura ndo foram verificados estudos que investigassem as atividades
anti-inflamatoria, antiulcerogénica e hepatoprotetora do extrato aquoso da casca do caule de
Simarouba amara (EASA). Portanto, as doses do EASA foram selecionadas a partir de
estudos-piloto realizados no laboratorio (dados ndo mostrados) e nas doses previamente
utilizadas para a verificacdo das atividades gastroprotetoras e anti-inflamatorias com outras
especies da familia Simaroubaceae de acordo com Novello et al. (2008), Melanchauski et al.
(2010) e Almeida et al. (2011). Desse modo, as doses selecionadas do EASA foram 100, 250
e 500 mg/kg de massa corporal.

4.7 Protocolos experimentais

Nessa seccdo serdo descritos 0s modelos experimentais para avaliagdo das atividades
anti-inflatadria, antiulcerogénica, hepatoprotetora e seguranca de uso do EASA.

4.7.1 Determinacdo do edema de pata induzido por carragenina ou histamina

O ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por Winter, Risley e Nuss
(1962). Ratos Wistar machos foram submetidos a jejum de 12 h com livre acesso a agua e
randomicamente divididos em 6 grupos (n = 6/grupo). O grupo | (controle - recebeu agua), 0
grupo Il (indometacina 10 mg/kg de massa corporal, v.0., ou hidroxizina 70 mg/kg), os
grupos Il — VI foram tratados, v.0., com EASA nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg,
respectivamente. Foram usados como padrdes no grupo Il: indometacina um anti-inflamatorio
ndo esteroide e hidroxizina um agonista inverso de receptores histaminérgicos Hj.

Decorridos 1 h apos os tratamentos foi administrado por via subplantar, na pata direita
traseira de cada animal, 0,1 mL da solugdo de carragenina 1% ou histamina 0,1%. A pata
contralateral (controle) recebeu 0 mesmo volume de solugéo salina 0,9%. Imediatamente apos
a injecédo (t = 0 h), o volume das patas foi medido por meio de um hidropletismémetro (Ugo
Basile 7140) e em intervalos regulares (t = 0,5; 1; 2; 3 e 4 h). O volume do edema (mL) foi

expresso como a diferenca entre as  patas direita e  esquerda.
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4.7.2 Atividade antiulcerogénica do EASA

Para investigar a atividade antiulcerogénica do EASA, serdo usados dois modelos para
avaliacdo do efeito preventivo do EASA (etanol a 70% e indometacina) e outro, com a
utilizacdo do &cido acético, para verificar o efeito curativo do mesmo. Nesse Gltmo, também

serdo descritos protocolos para anélise histolégica e imunohistoquimica.
4.7.2.1 Ulcera gastrica induzida por etanol 70%

Apb6s 16 h de jejum, os ratos foram aleatoriamente divididos em 5 grupos (n =
6/grupo) e tratados. O grupo | (controle - recebeu agua), o grupo Il (pantoprazol 40 mg/kg,
v.0.), 0s grupos Il — V foram tratados com o EASA nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg,
respectivamente. 1h ap06s os tratamentos, as lesGes géastricas foram induzidas por etanol (70%,
0,5 mL/100 g de massa corporal, v.0.) de acordo com o método descrito por Robert et al.
(1979). O grupo Il (padrdo) foi representado por pantoprazol, um inibidor da bomba de
prétons.

Uma hora ap6s a inducédo das lesbes, os animais foram anestesiados e eutanasiados por
aprofundamento do plano anestésico utilizando Nembutal® até a dose de 140 mg/kg, i.p. Os
estdbmagos foram removidos, abertos ao longo da maior curvatura, o contetdo estomacal
descartado, a mucosa cuidadosamente lavada com solugdo de NaCl 0,9% e examinada quanto
a presenca de lesdes. Os estdbmagos foram entdo fotografados e a extensdo da lesdo foi
mensurada (mm?) no programa Image J em relacéo & 4rea total do corpo gastrico (KHAN,
2004).

4.7.2.2 Ulcera gastrica induzida por indometacina

Os grupos experimentais e tratamentos foram estabelecidos conforme o protocolo
anterior. Exceto a inducdo das lesdes gastricas que foi feita pela administragdo subcutanea de
indometacina (30 mg/kg), 30 min apds os respectivos tratamentos de acordo com Djahanguri
(1969). Seis horas ap6s a injecdo de indometacina, 0s animais foram anestesiados e
eutanasiados com aprofundamento do plano anestésico utilizando Nembutal® até a dose de
140 mg/kg, i.p. Seus estdbmagos foram removidos e avaliados sob ampliagdo para determinar
as lesbes gastricas produzidas.



45

Por ndo permitir uma mensuracdo direta facil, essas lesdes sdo avaliadas
subjetivamente e pontuadas segundo o grau aparente de intensidade e comprometimento da
mucosa de acordo com Vela et al. (1997). Os resultados foram expressos como indice de leséo
(considerando cor, edema, perda de muco e de pregas da mucosa gatrica), indice de Ulcera

(petéquias, hemorragia, numero e tamanho das les6es necro-hemorragicas) e indice total.
4.7.2.3 Ulcera gastrica induzida por &cido acético

A inducdo da ulcera foi realizada como descrito por Okabe e Amagase (2005). Ap6s
16 h de jejum, os ratos (n = 6/grupo) foram anestesiados (xilasina 7 mg/kg, i.p. e cetamina 70
mg/kg, i.p.) e a laparotomia realizada por meio de uma incisdo epigastrica mediana. Apds a
exposicdo do estbmago, 0,05 mL de uma solucdo de acido acético 30% (v/v) foi injetado na
camada sub-serosa da parte glandular da parede anterior. O estdbmago foi lavado com solucéo
de NaCl 0,9% para evitar aderéncia a superficie externa da regido ulcerada. O abdémen foi
entdo suturado e os animais alimentados normalmente.

Um dia ap0s a cirurgia, os animais foram randomicamente divididos em 3 grupos (n =
6/grupo) e tratados, v.o0., uma vez ao dia durante 14 dias consecutivos. O grupo | (controle —
recebeu agua), o Il (pantoprazol 40 mg/kg), o 111 (EASA 500 mg/kg). Durante esse periodo, a
massa corporal, 0 consumo de agua e racdo foram registrados diariamente. No 15° dia, 0s
animais foram anestesiados e eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico utilizando
Nembutal® até a dose de 140 mg/kg, i.p. Seus estdmagos foram removidos e as lesdes
gastricas foram avaliadas por meio da analise da superficie gastrica interna com uma lupa. Os
estdbmagos foram entdo fotografados e a extensdo da lesdo foi mensurada (mm?) pelo
programa Image J (KHAN, 2004). Amostras de sangue também foram coletadas do plexo
retro-orbital para quantificacdo de lactato desidrogenase (VASCONCELOS et al., 2011).

4.7.2.3.1 Exame histologico do estbmago

Os estdbmagos foram fixados em formalina tamponada a 10% por 24 h. Apos a fixacéo,
as amostras foram lavadas em agua e imersas em alcool a 70% até a analise histoldgica. Os
estomagos foram impregnados e incluidos em parafina, de onde foram obtidos cortes com
espessura de 5um. As laminas histologicas foram analisadas ap0s serem coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e com o acido periddico de Schiff (PAS), para verificar a producdo
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de muco. As analises das imagens foram realizadas em microscépio automéatico MICRO DIP®
(Kacil Inc.) do Departamento de Histologia e Embriologia da UFPE.

4.7.2.3.2 Anélise imunohistoquimica do estdmago

A analise imunohistoquimica do antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA) foi
realizada em estdbmago parafinizado de rato. Cortes de 4 um de espessura foram obtidos,
fixados em lamina, desparafinizados em xileno e rehidratados. A recuperacdo antigénica foi
realizada utilizando forno microondas a 100 °C. Depois de resfriar a temperatura ambiente, a
peroxidase enddgena foi bloqueada com solucdo de bloqueio da peroxidase. As sec¢es foram
incubadas com os anticorpos primarios para PCNA (anticorpo anti-PCNA [PC10] - marcador
de proliferacdo (ab29) - anticorpo monoclonal de rato) (1:100), durante 30 min e, em seguida,
os cortes foram incubados com anticorpo secundério (Nichirei Biosciences®) (1:200), durante
30 min e lavou-se em PBS (phosphate buffered saline). A reacdo foi revelada com
diaminobenzidina (DAB), contra-coradas com hematoxilina e montadas em resina.

As células coradas pelo PCNA foram contadas e o indice de PCNA foi calculado pela
contagem de 1000 ndcleos em cada lamina utilizando a seguinte férmula: (nimero de células
coradas/nimero de células coradas e ndo coradas) x 100. A reatividade ao PCNA foi
verificada pela coloragdo marrom dos nucleos das células epiteliais utilizando os pardametros
de imunoreatividade fraca, moderada e intensa para a avaliacdo dos mesmos. As analises das
imagens foram realizadas em microscopio automéatico MICRO DIP® (Kacil Inc.) do

Departamento de Histologia e Embriologia da UFPE.
4.7.3 Atividade hepatoprotetora do EASA

Para a investigacdo do efeito hepatoprotetor do EASA utilizou-se como agente indutor
da injuria hepatica o tetracloreto de carbono, cujo protocolo é descrito a seguir. Também
foram realizados analises de enzimas marcadoras do dano hepatico, antioxidantes, niveis de
peroxidacdo lipidica e avaliagdo imunohistoquimica.

4.7.3.1 Hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCl,)

A injuria hepatica foi induzida de acordo com Simile et al. (2001) com poucas

modificagdes. Os animais foram randomicamente divididos em 6 grupos (n = 6/grupo). O
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Grupo | (veiculo — recebeu 6leo de milho); grupo Il (controle -CCl,); os grupos Il 1V, V e
VI, foram pré-tratados (v.0.) durante 10 dias consecutivos, uma vez ao dia, com Legalon® 50
mg/kg, EASA nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg, respectivamente. A injuria hepatica foi
induzida no 11° dia pela administracdo, por via oral, de 2 mL/kg de CCl, (20%; diluido em
6leo de milho). Os animais jejuaram overnight com livre acesso a agua ad libitum. Decorridos
24 h ap6s a injlria, os animais foram anestesiados com Nembutal® (35 mg/kg, i.p.) e as
amostras sanguineas foram coletadas por puncdo do plexo retro-orbital para as analises
bioquimicas. Em seguida, os animais foram eutanasiados por aprofundamento do plano

anestésico com Nembutal® até a dose de 140 mg/kg, i.p., para remog&o cuidadosa dos figados.
4.7.3.2 Homogenato de tecido hepético

O homogenato de tecido hepatico foi preparado em tampéo Tris-HCI 50 mM contendo
1mM EDTA (pH 7,4), ortovanadato de sédio 1 mM e fluoreto de fenilmetanossulfonil 2 mM
(PMSF). Para isso, pesou-se 60 mg de tecido hepatico para cada 1 mL de tampdo. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 2500 x g durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e utilizado nos experimentos seguintes como descritos abaixo. A concentracdo de
proteina no sobrenadante foi estimada pelo método de Bradford utilizando albumina sérica
bovina (BSA) cristalina como padrédo (Bradford, 1976).

4.7.3.2.1 Peroxidacéo lipidica

O estresse oxidativo foi estimado através dos niveis das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) de acordo com Buege e Aust (1978). Na reacdo com o &cido
tiobarbitarico (ATB), o malondialdeido (MDA) ou substancias semelhantes a ele reagem para
produzir um pigmento de cor rosa com um maximo de absor¢do a 535 nm. Resumidamente, a
reacdo foi desenvolvida pela adicdo sequencial da amostra (100 pL do homogenato de
figado), &cido tricloroacético a 30% e 10 mM Tris-HCI (pH 7,4). A mistura foi centrifugada a
2500 x g durante 10 min. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e
adicionado ATB a 0,8% (v/v). A mistura foi levada a ebuligdo em banho-maria durante 30
min. Apos resfriamento, a absorbancia da fase orgénica foi lida a 535 nm num
espectrofotémetro. Os resultados foram expressos como nmol por mg de proteina (nmol / mg
de proteina).



4.7.3.2.2 Superdxido dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade da superoxido dismutase total (SOD-t) foi
realizada de acordo com Misra e Fridovich (1972). Os homogenatos de figado (80 pg)
foram incubados com 880 pL de carbonato de sédio (0,05%; pH 10,2; 0,1 mM de
EDTA) em banho-maria, durante 45 min a 37°C, antes da afericdo. A reacdo foi
desenvolvida através da adicdo de 20 pL de epinefrina 30 mM (em acido acético a
0,05%). A absorbancia foi lida a 480 nm, durante 3 min. Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de proteina necessaria para inibir 1 pmol de epinefrina por
minuto. A atividade enzimética da SOD-t tecidual foi expressa em unidades por mg de

proteina (U / mg de proteina).

4.7.3.2.3 Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi mensurada de acordo com Aebi (1984). O principio
do ensaio baseiou-se na determinacdo da taxa constante k de decomposicdo de H,0,
nos homogenatos de figado (80 pg), que nas condi¢des de temperatura (30°C) e pH
(7,0) estabelecidas foi definida como 4,6 x 10. Por meio das alteragdes na mensuragéo
da absorbancia (240 nm) por minuto, durante 4 min, determinou-se a constante de
velocidade da enzima. As atividades enzimaticas foram expressadas como H,0,

consumido em pmol/min/mg de proteina.

4.7.3.3 Andlise imunohistoquimica do figado
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A analise imunohistoquimica do PCNA foi realizada em figado parafinizado de rato e

seguiu como descrito no protocolo 4.7.2.3.2.

4.7.3.4 Parametros bioquimicos

No final do tratamento, o sangue coletado foi centrifugado a 1500 x g durante 10

minutos para obter o soro (VASCONCELOS et al., 2011). As analises séricas dos marcadores

da funcdo hepética como alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),

fosfatase alcalina (FA), gama-glutamiltranspeptidase (GGT), lactato desidrogenase (LDH),
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bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD) e bilirrubina indireta (Bl) foram determinadas
usando sistemas comerciais de diagnéstico padronizados da Boehringer Ingelheim®.

4.7.4 Ensaios de toxicidade

Para se avaliar os efeitos do EASA nos tratamentos agudo e de doses repetidas durante
30 dias consecutivos, foram utilizados dois protocolos experimentais de toxicidade elaborados

pela Organization for Economic Co-Operation and Development.

4.7.4.1 Toxicidade aguda

O estudo de toxicidade aguda foi realizado em ratos, segundo o protocolo "Up and
down", teste 425 descrito pela Organization for Economic Co-Operation and Development
(OECD, 2001), com pequenas modificacdes.

Ratos Wistar saudaveis, de ambos os sexos, foram submetidos a jejum de 12 h com
livre acesso a agua e divididos em 4 grupos (n=5/grupo/sexo). Os grupos em tratamento
receberam oralmente 0 EASA na dose de 2000 mg/kg de massa corporal. J& 0s grupos
controles receberam &gua (10 mL/kg). Os animais foram observados aos 30, 60, 120, 180 e
240 min apds os tratamentos e diariamente durante 14 dias. Alteracdes no comportamento, na
massa corporal, no consumo de racdo e agua, sinais clinicos de toxicidade e mortalidade
foram registrados diariamente (MALONE, 1977).

4.7.4.2 Toxicidade de doses repetidas

O ensaio foi realizado de acordo com Organization for Economic Co-Operation and
Development (OECD, 1995), com pequenas modificacbes. Camundongos Swiss saudaveis de
ambos os sexos foram divididos randomicamente em 8 grupos (n=12/grupo/sexo) e tratados
oralmente. Os grupos | e Il (controles — receberam agua) e os demais foram tratados com o
EASA nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg/dia durante 30 dias consecutivos. A massa
corporal foi registrado semanalmente e a ingestdo de racdo e agua foi monitorada diariamente.
Os animais foram observados quanto aos sinais de anormalidades durante o periodo de
tratamento. Ao final, os animais foram submetidos a jejum de 12 h com livre acesso a 4gua ad
libitum. Em seguida, foram anestesiados com Nembutal® (35 mg/kg, i.p.) e as amostras de
sangue foram obtidas por puncdo retro-orbital (WAYNFORTH, 1980) usando tubos capilares

para analises hematologica e bioguimica.



4.7.4.2.1 Parametros hematoldgicos e bioquimicos

As avaliacBes foram realizadas de acordo com Silva et al. (2009). A analise
hematoldgica foi realizada por meio de analisador hematoldgico automatico (Coulter
STKS, Beckman®). Os parametros avaliados foram: eritrocitos, glébulos brancos
(GB), hemoglobina (Hb), hematdcrito (Htc), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), variacdo de tamanho das hemacias — Red Cell Distribution Width
(RDW), plaquetas e volume médio de plaquetas (VMP). A contagem diferencial de
leucdcitos foi feita em microscépio Optico apds coloracdo e, em cada caso, 100 células
foram contadas.

Para a andlise bioquimica, o sangue foi centrifugado a 1500 x g durante 10
minutos para a obtencdo do soro, que foi armazenado a -20 °C até serem determinados
0s seguintes parametros: glicose, ureia, creatinina, &cido d{rico, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA),
bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD) e indireta (BI), lactato desidrogenase
(LDH), colesterol total, triglicerideos, proteinas totais e albumina. As dosagens foram
feitas usando sistemas comerciais de diagnostico padronizados da Boehringer

Ingelheim®.

4.7.4.2.2 Estudo morfolégico
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Apbs a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados por aprofundamento do plano

anestésico com Nembutal® até a dose de 140 mg/kg, i.p. A necropsia foi realizada nos animais

(n=6/grupo/sexo) para analisar as caracteristicas externas macroscopicas do coragédo, pulmao,

figado, estbmago, baco, rins, adrenais, 6rgdos reprodutores masculino (testiculos, epididimos

e vesicula seminal) e feminino (Utero e ovarios). Esses o6rgdos foram cuidadosamente

removidos e pesados individualmente. As massas dos Orgaos foram expressas em termos

absolutos e relativos (g e g/100g de massa corporal, respectivamente).

J& 0 exame histoldgico foi realizado nos animais restantes do grupo (n=6/grupo/sexo).

Os mesmos orgdos foram cuidadosamente removidos e fixados em formalina tamponada a

10% por 24 h. Apos a fixacdo, as amostras foram lavadas em agua e imersas em alcool a 70%
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até a andlise histologica. Em seguida, os 6rgaos foram impregnados e incluidos em parafina,
de onde foram obtidos cortes com espessura de 5um. As laminas histologicas foram
analisadas apds serem coradas com hematoxilina-eosina (HE). As imagens foram capturadas e
adaptadas através de um sistema automatizado com zoom digital Micro DIP® Kacil do

Departamento de Histologia e Embriologia da UFPE.
4.7.5 Analise estatistica

Os resultados das andlises foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M). A diferenca entre os grupos foi estabelecida pela anélise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls quando necessario. As analises estatisticas foram
realizadas com auxilio do software GraphPad Prism®5.0. O nivel de significancia para

rejeicao da hipdtese de nulidade foi sempre > 5%.
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5. Resultados

Os resultados descritos a seguir abrangem os obtidos na caracterizacdo fitoquimica,
nos protocolos de investigacdo da atividade farmacologica e os de seguranca de uso do
EASA.

5.1 Caracterizagdo quimica do extrato aquoso da casca do caule de Simarouba amara

A seguir sdo descritos os metabolitos identificados na CCD e os quantificados na

CLAE, baseado nessa analise preliminar.
5.1.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A anélise fitoquimica do extrato seco da casca do caule de Simarouba amara revelou a
presenca de taninos hidrolisaveis (acidos galico e elagico) e taninos condensados
(proantocianidinas e leucoantocianidinas). As leucoantocianidinas sdo reduzidas a
procianidinas, classe na qual se encontram 0s taninos condensados catequina e epicatequina
(SIMOES et al., 2004). Fenilpropandides e acido caféico também foram identificados, bem

como vestigios de saponinas, esterdides e quassindides.
5.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A andlise do EASA por CLAE revelou a presenca de picos cromatograficos
consistentes com os padrdes. Os tempos de retencdo dos padrdes foram 5,78; 17,80; 18,57;
19,15 e 32,6 min para o acido galico, acido clorogénico, catequina, epicatequina e &cido
elagico, respectivamente. E os do EASA foram 5,76; 17,90; 18,62; 19,26 e 32,7 min,
respectivamente (Figura 2).

As concentra¢fes dos metabdlitos (x) presentes no EASA foram obtidas através das
equacdes de regressdo linear criadas para os compostos de referéncia, no qual Y é a média das
areas dos picos. As equagdes obtidas foram: acido galico (Y = 7972.5 + 46676 x, R?: 0.9996);
4cido clorogénico (Y = - 14411 + 39623.6 x, R? : 0.9996); catequina (Y = 133758.92 +
325788.25 x, R? : 0.9998); epicatequina (Y = - 32128.5 + 46676.2 x, R? : 0.9995) e &4cido
elagico (Y = 7972.5 + 46676.2 x, R* : 0.9996). A anélise da regressdo linear indicou
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linearidade do método. As concentracGes desses compostos no EASA foram,
respectivamente, 16,47 pg/mL; 3,83 pg/mL; 349,96 pg/mL; 16,43 pg/mL e 1,29
pg/mL.
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Figura 2: CLAE dos padrdes e do extrato aquoso da casca do caule de Simarouba amara
(EASA). Padrbes: A — acido galico; B — acido clorogénico; C — catequina; D — epicatequina;
E — &cido elagico; EASA: F — (a — acido galico; b — acido clorogénico; ¢ — catequina; d —

epicatequina; e — acido elagico).
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5.2 Determinacéo do edema de pata induzido por carragenina ou histamina

A carragenina produziu uma reacdo edematogénica aguda e progressiva nas patas dos
animais, atingindo o pico em 3 horas. Até 2 h ap6s a sua administracdo, todas as doses do
EASA produziram inibicgdo significativa do edema em relacdo ao controle. Porém, apenas a
dose 500 mg/kg manteve esse efeito inibitorio durante e ap6s o pico inflamatério com
percentuais de inibicao de 43,4% e 54,8%, respectivamente, comparado ao controle (figura 3).

Em relacdo ao edema induzido pela histamina, o efeito anti-histaminico do EASA foi
observado para todas as doses até 2 h apds a inducdo (pico da reacdo edematogénica). As
reducgdes significativas do edema foram de 10,4; 12,0 e 56,0% para as doses de 100, 250 e 500
mg/kg, respectivamente, em relacdo ao controle. Nas horas posteriores, apenas a dose de 500

mg/kg manteve a acdo farmacoldgica (figura 4).

0 -e- Controle

E indometacina 10 mg/kg
g o~ EASA 100 mg/kg
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Figura 3: Efeitos do EASA sobre o volume do edema da pata (mL) de ratos Wistar induzido
por carragenina 1%. Os valores representam a média = E.P.M. (n= 6/grupo).
*Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).
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Figura 4: Efeitos do EASA sobre o volume do edema da pata (mL) de ratos Wistar induzido
por histamina 0,1%. Os valores representam a meédia + E.P.M. (n= 6/grupo).

*Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).

5.3 Atividade antiulcerogénica do EASA

O pré-tratamento com o EASA, em todas as doses, inibiu a formagdo de lesdes
gastricas (mm?) induzidas por etanol 70% quando comparado ao controle (figura 5). A
porcentagem de inibicéo das Ulceras foi de 66,9; 87,7 e 96,3% para as doses de 100, 250 e 500
mg/kg, respectivamente. A maior dose do EASA produziu inibicdo semelhante a do
pantoprazol (93%). O pré-tratamento com todas as doses do EASA também reduziu os efeitos
ulcerogénicos provocados pela indometacina (30 mg/kg, s.c) quando comparado ao controle
(tabela 2).
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= 60 3@ pantoprazol 40 mg/kg
2 i T @l EASA 100 mg/kg
% 1 J_ Bl EASA 250 mg/kg
g 40 Bl EASA500 mg/kg
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:: 04 = i o
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Figure 5: Efeito gastroprotetor do EASA sobre lesdes géstricas (mm?) induzidas por etanol
70%. Os valores representam a média + E.P.M (n = 6/grupo). * Estatisticamente diferente do
controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).
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Tabela 2: Efeito gastroprotetor do EASA sobre as lesbes géastricas induzidas por

indometacina 30 mg/kg (s.c) em ratos Wistar.

Grupos Indice de lesdo Indice de Ulcera Indice total
Controle 3,99 +0,16 21,77 £ 0,93 25,76 £ 1,03
pantoprazol 0,92 +0,12* 2,33+0,18* 3,25+0,71*
EASA 100 152 +0,13* 4,52 +0,41* 6,04 = 1,50*
EASA 250 1,08 £ 0,15* 3,18 +0,31* 4,26 + 1,05*
EASA 500 0,75%0,12* 1,12 £ 0,22* 1,87 £0,18*

Pantoprazol 40 mg/kg; EASA nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg. Os valores representam a
média £ E.P.M (n = 6 / grupo). * Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, seguido

por Newman-Keuls, p < 0,05).

No modelo de inducdo com éacido acético a 30%, o EASA 500 mg/kg acelerou a
cicatrizacdo da Ulcera gastrica dos ratos durante os 14 dias de tratamento (figura 6),
diminuindo estatisticamente a éarea principal da lesdo (1,89 + 0,56 mm?) (95,7%) quando
comparado ao controle (44,51 + 0,65 mm?) e ndo diferindo significativamente da reducéo
promovida pelo pantoprazol (2,13 + 0,83 mm?) (95,2%). Os niveis de LDH (U/L) estavam
significativamente diminuidos ao final do tratamento nos animais tratados com EASA (573,
70 + 6,67) e com o pantoprazol (522,00 £+ 5,95) quando comparados ao controle (988,00
8,97).

Figura 6: Efeito gastroprotetor do EASA sobre lesdes gastricas (mm?) induzidas por acido
acético a 30%. Os valores representam a média £ E.P.M (n = 6 / grupo). A — controle; B —
pantoprazol 40 mg/kg; C — EASA 500 mg/kg.



A coloracédo por HE revelou que a ulcera induzida por acido acético 30% nos
animais do controle ocasionou destruicdo das camadas epitelial, mucosa e submucosa
com abundante infiltrado inflamatdério e demonstrou as acdes gastroprotetoras do
pantoprazol (40 mg/kg) e do EASA (500 mg/kg) confirmadas pela presenca de areas
reepitelizadas. A coloracdo por PAS também revelou a presenga de muco gastrico e o
arranjo de glandulas intactas nos grupos tratados com o pantoprazol ou 0 EASA. A

atividade secretoria esta ilustrada na figura pela cor rosa intensa (figura 7).
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Os tecidos gastricos parafinizados também foram usados para a localizacdo

imunohistoquimica do PCNA. Os nucleos celulares positivos ao PCNA estdo corados em

marrom. Os animais tratados com o EASA apresentaram intensa imunoreatividade ao PCNA

(> 75%) quando comparado ao controle. Essa reacao foi similar ao pantoprazol. As amostras

do controle apresentaram intenso infiltrado linfocitario e imunoreatividade fraca ao PCNA (<

50%) verificada apenas nos nucleos celulares remanescentes na camada adjacente a Ulcera

(figura 8).

Durante o tratamento, os animais que receberam o EASA 500 mg/kg ou
pantoprazol ndo apresentaram sinais visiveis de toxicidade tais como diarréia,
alteracGes no comportamento ou na atividade locomotora. Os animais tratados com o
EASA apresentaram elevacdo significativa no consumo de agua do 3° ao 8° dia de
tratamento (figura 9) comparado ao controle, ndo diferindo ap6s esse periodo. Ja o
consumo de racdo (figura 10) manteve-se elevado do inicio até o final do tratamento
em relacdo ao controle, porém o ganho de massa corporal s6 foi significativo até o 8°

dia de tratamento em relagdo ao mesmo grupo (figura 11).
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Figura 7: Cortes histoldgicos dos estdbmagos de ratos tratados com EASA 500 mg/kg. A —
controle em HE (aumento 10 x), com destrui¢do das camadas epitelial, mucosa e submucosa
(setas). Al e A2 — controle em PAS (aumento 10 x), apresentando destruicéo total da camada
glandular da mucosa (setas) e intenso infiltrado inflamatorio (setas), respectivamente. B —
pantoprazol em HE (aumento 10 x), destacando a camada de reepitelizacdo (setas). B1 e B2 —
pantoprazol em PAS, evidenciando camada de reepitelizacdo com formacao glandular (setas)
(aumentos de 10x e 400x, respectivamente). C — EASA 500 mg/kg em HE (aumento 10 x),
destacando camada de reepitelizacdo (setas). C1 e C2 - EASA 500 mg/kg em PAS, mostrando
camada de reepitelizacdo com formacdo glandular (setas) (aumentos de 10 x e 400 X,

respectivamente).
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Figura 8: Analise imunohistoquimica do PCNA nas células estomacais de ratos tratados com
EASA 500 mg/kg. A — controle (aumento 200 x): destruicdo da camada epitelial (seta
pontilhada) e &rea com infiltrado linfocitario e imunoreatividade fraca ao PCNA (< 50%) nos
nucleos celulares remanescentes (seta); B — pantoprazol (aumento 500 x): imunoreatividade
intensa ao PCNA (> 75%); C — EASA 500 mg/kg (aumento 500 x): imunoreatividade intensa
ao PCNA (> 75%).
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Figura 9: Consumo de agua (mL/dia/animal) dos animais tratados com EASA 500 mg/kg
durante 14 dias consecutivos. Os valores representam a média + E.P.M. (n= 6/grupo).
*Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).
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Figura 10: Consumo de racdo (g/dia/animal) dos animais tratados com EASA 500 mg/kg
durante 14 dias consecutivos. Os valores representam a média + E.P.M. (n= 6/grupo).

*Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).
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Figura 11: Ganho de massa corporal (g) dos animais tratados com EASA 500 mg/kg durante
14 dias consecutivos. Os valores representam a meédia + E.P.M. (n= 6/grupo).

*Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).

5.4 Atividade hepatoprotetora do EASA

A administracdo do CCl, promoveu estresse oxidativo significativo nos animais do
controle que p6de ser constatado por intermédio dos niveis aumentados do malondialdeido
(MDA) no tecido hepatico. Entretanto, o pré-tratamento com todas as doses do EASA evitou

essa elevacdo comparado ao controle. N&do foram observadas diminuicdo das atividades da
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SOD e CAT induzida por CCl,, porém o tratamento com o EASA nas doses de 250 e
500 mg/kg aumentou a expressao de CAT (tabela 3).

Tabela 3: Efeitos do EASA sobre os niveis de peroxidacéo lipidica, catalase and superoxido

dismutase em ratos Wistar.

Grupos MDA CAT SOD
(nmol/mg proteina) (U/mg proteina) (U/mg proteina)

Controle 5,94 +0,88 0,33+£0,03 11,96 £ 0,06
Veiculo 3,88+0,44 0,46 + 0,04 11,89 + 0,17
Legalon® 3,19+0,36 * 0,40 £ 0,02 11,57 £ 0,62
EASA 100 + CCl, 3,42+0,37* 0,45 + 0,05 12,22 £ 0,13
EASA 250 + CCl, 2,69+042* 0,92+0,12* 11,77 £ 0,21
EASA 500 + CCly 3,56 £ 0,55 * 0,83+£0,02* 12,17 + 0,34

Os valores representam a média + E.P.M. (h=no minimo 4 animais/grupo). *Estatisticamente
diferente do controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05). MDA:
malondialdeido; CAT: catalase; SOD: superdxido dismutase.
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A administragdo CCl, também resultou numa elevacao significativa dos niveis de
ALT, AST, LDH e bilirrubina. O pré-tratamento com todas as doses do EASA reverteu 0s
niveis aumentados dessas enzimas, entretanto os niveis elevados de GGT s6 foram reduzidos
pelo tratamento com a maior dose (tabela 4).

A andlise imunohistoquimica do figado revelou um grande ndmero de células
imunorreativas a0 PCNA nos animais tratados com EASA em todas as doses (intensa
imunoreatividade), quando comparado ao grupo controle (imunoreatividade fraca) (figura 12).
Os hepatdcitos dos animais tratados com o EASA 500 mg/kg apresentaram imunoreatividade

semelhante ao Legalon® (> 75%).

Figura 12: Andlise imunohistoquimica do PCNA no tecido hepético de ratos tratados com
EASA (aumentos 500 x). A — Veiculo (6leo de milho); B — Controle (CCl,); C - Legalon® ; D
— EASA 100 mg/kg; E — EASA 250 mg/kg; F — EASA 500 mg/kg. Nucleos imunoreativos ao

PCNA (pontos marrons indicados pelas setas).



Tabela 4: Efeitos do EASA sobre as enzimas hepaticas de ratos Wistar.

64

Grupos AST ALT FA GGT BT BD BI LDH
(UIL) (UIL) (UIL) (UL) (mg/dL)  (mg/dL)  (mg/dL) (UIL)
Veiculo 85,53 +4,78 43,70 £ 2,27 96,80 + 5,50 0,20+£0,20 0,10+ 0,00 0,08 £0,01 0,01 +£0,01 328,60+ 3,57
Controle 2001,00 + 7,35 2478,00 + 6,45 125,60 + 6,40 2,20 £ 0,60 0,42 +£ 0,07 0,26 £ 0,08 0,13+0,03 2560,01 +8,81
Legalon® 213,70 + 8,70* 120,80 +4,95* 100,00 + 8,30 1,50 + 0,60 0,25 £ 0,15* 0,20+0,10 0,05 +0,05* 421,50 +5,50*
EASA 100 + CCly 501,80 + 9,25* 576,50 + 6,31* 92,70 £ 8,70 0,80+0,30 0,10 £ 0,00* 0,10+ 0,00 0,00 £0,00* 599,50 + 16,40*
EASA 250 + CCl, 419,70 +7,66* 541,00 + 14,20* 91,20 + 7,50 0,80+0,40 0,10 £ 0,00* 0,10+ 0,00 0,00 £0,00* 462,80+7,93*
EASA 500 + CCly 252,80 + 5,42* 220,60 + 6,92* 86,20 £ 6,50 0,30 £0,20* 0,12 £ 0,00* 0,10 £ 0,00 0,02 £0,00* 337,80+2,60*

Os valores representam a média £ E.P.M (n = 6/grupo). * Estatisticamente diferente do controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <

0,05). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; FA: fosfatase alcalina, GGT: gama-glutamiltranspeptidase; BT:

bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.
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5.5 Ensaios de toxicidade

Os resultados obtidos no ensaio agudo estdo descritos a seguir assim como os de doses
repetidas, incluindo os graficos de consumo de agua, racdo e ganho de massa corporal; as
tabelas com os pardmetros bioquimicos, hematoldgicos e as massas absoluta e relativa dos
0rgdos; e as imagens histoldgicas dos tecidos e 6rgaos que apresentaram alguma alteracéo.

5.5.1 Toxicidade aguda

Os resultados indicaram que o tratamento agudo, por via oral, com 0 EASA na dose de
2000 mg/kg de massa corporal ndo produziu alteracdo comportamental nem sinal de
toxicidade ou morte dos animais durante os 14 dias de observacdo. De forma similar, ndo
houve alteragdo no consumo de agua e racdo durante o mesmo periodo (dados nédo
mostrados). Esses resultados sugerem que a DLsp € maior que 2000 mg/kg, o que indica baixa

toxicidade do extrato.

5.5.2 Toxicidade de doses repetidas

Nenhum sinal de toxicidade (piloerecéo, alteracdo na atividade locomotora e diarreia)
ou morte foi registrado durante os 30 dias consecutivos de tratamento com todas as doses do
EASA. O tratamento dos machos ndo promoveu alteracdes significativas no consumo de dgua
durante todo o periodo comparado ao controle (figura 13). Houve reduc@es significativas no
consumo de racdo apenas na Ultima semana de tratamento para as doses EASA de 500 e 1000
mg/kg em relacdo ao controle (figura 14), porém esse diminui¢do s6 foi refletida na massa
corporal dos animais tratados com a maior dose do extrato, cujo ganho foi estatisticamente
menor quando comparado ao controle nesse mesmo periodo (figura 15).

O tratamento das fémeas ndo comprometeu 0s consumos de agua e racdo em relacdo
ao controle durante todo o periodo (figuras 16 e 17, respectivamente). Mesmo assim, 0s
animais tratados com o EASA 1000 mg/kg demonstraram uma diminui¢&o no ganho de massa
corporal ainda na fase inicial de tratamento (22 semana), mantendo esse padrao de reducéo até
o final quando comparado ao controle (figura 18).
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Figura 13: Consumo de agua (mL/dia/animal) dos camundongos machos tratados com o
EASA (250, 500 e 1000 mg/kg, v.0.) durante 30 dias consecutivos. Os valores representam a
média £ E.P.M (n = 12/grupo).
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Figura 14: Consumo de ragéo (g/dia/animal) dos camundongos machos tratados com o EASA
(250, 500 e 1000 mg/kg, v.0.) durante 30 dias consecutivos. Os valores representam a média +
E.P.M (n = 12/grupo). * Estatisticamente diferente do controle (ANOVA seguido por
Newman-Keuls, p < 0,05).
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Figura 15: Ganho de massa corporal (g) dos camundongos machos tratados com o EASA
(250, 500 e 1000 mg/kg, v.0.) durante 30 dias consecutivos. Os valores representam a média +
E.P.M (n = 12/grupo). * Estatisticamente diferente do controle (ANOVA seguido por
Newman-Keuls, p < 0,05).
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Figura 16: Consumo de agua (mL/dia/animal) dos camundongos fémeas tratadas com o
EASA (250, 500 e 1000 mg/kg, v.0.) durante 30 dias consecutivos. Os valores representam a
média £ E.P.M. (n = 12/grupo).
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Figura 17: Consumo de ragédo (g/dia/animal) dos camundongos fémeas tratadas com o0 EASA
(250, 500 e 1000 mg/kg, v.0.) durante 30 dias consecutivos. Os valores representam a média +
E.P.M. (n = 12/grupo).
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Figura 18: Ganho de massa corporal (g) dos camundongos fémeas tratadas com o EASA
(250, 500 e 1000 mg/kg, v.0.) durante 30 dias consecutivos. Os valores representam a média +
E.P.M (n = 12/grupo). * Estatisticamente diferente do controle (ANOVA seguido por
Newman-Keuls, p < 0,05).
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5.5.2.1 Parametros hematologicos e bioquimicos

N&o houve alteracdes significativas na maioria dos parametros hematologicos
avaliados para ambos o0s sexos. Os machos e as fémeas quando tratados com a maior dose do
extrato apresentaram leucocitose (tabela 5) e aumento do RDW (tabela 6), respectivamente,
quando comparados ao controle.

Em relacdo aos parametros bioquimicos, o tratamento dos machos com todas as doses
do EASA elevou significativamente os niveis séricos das proteinas totais e albumina
comparados ao controle. Aumentos significativos também foram observados nos niveis de FA
e BT nos animais tratados com as doses de 500 e 1000 mg/kg (tabela 7). J& as fémeas tratadas
com essas mesmas doses apresentaram hiperuricemia, além da hipertrigliceridemia verificada

apenas nas tratadas com a dose de 1000 mg/kg do EASA (tabela 8).

5.5.2.2 Estudo morfolégico

As massas absoluta e relativa dos érgdos dos machos e das fémeas, tabelas 9 e 10
respectivamene, ndo foram alteradas pelo tratamento com nenhuma das doses do EASA
quando comparadas as do controle. A analise macroscdpica desses mesmos 0rgaos nao
apresentou mudancas significantes na cor ou textura quando comparados ao controle.

Entretanto, a andlise histoldgica evidenciou discreto infiltrado linfocitario no coragédo
dos machos tratados com a maior dose (figura 19) e discreta esteatose hepatica nas fémeas
tratadas com as doses de 500 e 1000 mg/kg do EASA (figura 20). Para ambos 0s sexos
tratados com a maior dose houve aumento do espaco da capsula de Bowman (figura 21) e

hipertrofia dos espongiocitos da adrenal (figura 22).
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Tabela 5: Efeitos do EASA (250, 500 e 1000 mg/kg) sobre os parametros hematoldgicos de camundongos machos apos os 30 dias de tratamento.

Parametros hematologicos Controle EASA 250 mg/kg EASA 500 mg/kg EASA 1000 mg/kg
Eritrécitos (10°/mm°) 9,32+0,21 8,66 + 0,47 9,87 +0,17 9,82 + 0,26
Hemoglobina (g/dL) 15,39 + 0,34 16,01 0,62 16,23 + 0,25 15,98 + 0,47
Hematdcrito (%) 44,65 + 1,07 41,33 +1,96 47,75 + 0,68 46,14 + 1,13
VCM (um?) 47,67 +0,33 47,83 +1,22 48,33 +0,33 47,00 + 0,32
HCM (pg) 16,50 + 0,13 16,13 + 0,36 16,43 + 0,05 16,27 + 0,09
CHCM (g/dL) 34,46 + 0,15 33,69 + 0,29 33,97 +0,21 34,63 + 0,22
RDW (%) 17,68 0,36 18,17 £ 0,76 16,25 + 0,28 17,12 +0,23
Plaquetas (10°/mm?) 882,30 + 32,65 913,30 + 89,43 833,00 + 39,05 787,40 + 75,45
VMP (umd) 5,60 + 0,07 5,43 + 0,05 5,65 + 0,08 5,74 +0,21
GB (10¥mm?) 5,83 0,10 5,00 0,78 7,95 + 0,96 10,54 + 1,16*
Neutroéfilos (%) 7,68 0,89 12,32 + 1,89 9,98 + 1,99 7,36 £ 1,20
Eosindfilos (%) 0,02 + 0,02 0,06 + 0,05 0,03 0,02 0,06 + 0,02
Basofilos (%) 0,22 + 0,04 0,16 + 0,02 0,12 + 0,03 0,18 + 0,06
Linfocitos (%) 90,50 + 1,25 85,53 + 1,61 88,88 + 2,07 91,54 +1,17
Mondcitos (%) 1,58 + 0,52 1,92 + 0,55 0,98 +0,11 0,86 + 0,02

Os valores representam a média = E.P.M. (n = 12/grupo). VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:

concentracdo de hemoglobina corpuscular média; RDW: red cell distribution width — variagdo do tamanho das hemaécias; GB: gobulos brancos;

VMP: volume médio das plaquetas. “Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).
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Tabela 6: Efeitos do EASA (250, 500 e 1000 mg/kg) sobre os pardmetros hematol6gicos de camundongos fémeas apds os 30 dias de tratamento.

Parametros hematologicos Controle EASA 250 mg/kg EASA 500 mg/kg EASA 1000 mg/kg
Eritrécitos (10°/mm°) 10,51 + 0,86 8,66 + 0.47 11,70 + 1,61 11,00 + 0,98
Hemoglobina (g/dL) 16,77 £ 0,91 16,58 + 0,14 18,46 + 2,20 18,64 + 1,65
Hematdcrito (%) 44,65 + 1,07 41,33 +1,96 47,75 + 0,68 46,14 +1,13
VCM (um?) 46,67 + 0,33 47,80 + 0,37 47,20 + 0,49 47,50 + 0,22
HCM (pg) 16,45 + 0,21 16,55 + 0,47 16,05 + 0,58 16,93+ 0,10
CHCM (g/dL) 34,56 + 0,79 35,65 + 0,16 34,00 + 1,05 35,61 + 0,20
RDW (%) 14,67 £ 0,16 14,54 + 0,32 15,20 + 0,39 16,38 + 0,23*
Plaquetas (10°/mm?) 780,20 + 43,59 754,40 + 15,89 882,20 + 104,40 781,30 + 31,15
VMP (umd) 6,10 + 0,10 6,04 +0,10 6,30 + 0,24 6,25 + 0,21
GB (10¥mm?) 9867 + 1636 12020 + 1201 9920 + 1941 12067 + 1599
Neutroéfilos (%) 4,90 £0,72 3,96 + 1,04 5,66 + 1,04 3,53 +0,98
Eosindfilos (%) 0,05+ 0,03 0,02 + 0,02 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Basofilos (%) 0,20 + 0,05 0,14 + 0,05 0,14 + 0,02 0,15 + 0,02
Linfocitos (%) 93,98 + 0,92 95,10 + 1,25 93,40+1,71 95,50 + 1,21
Mondcitos (%) 0,88 + 0,36 0,78 £ 0,25 0,80 + 0,33 0,82 + 0,27

Os valores representam a média = E.P.M. (n = 12/grupo). VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:

concentragdo de hemoglobina corpuscular média; RDW: red cell distribution width — variagdo do tamanho das hemécias; GB: globules brancos;

VMP: volume médio das plaquetas. “Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).
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Tabela 7: Efeitos do EASA (250, 500 e 1000 mg/kg) sobre os parametros bioquimicos de camundongos machos apds os 30 dias de tratamento.

Parametros bioquimicos Controle EASA 250 mg/kg EASA 500 mg/kg EASA 1000 mg/kg
Glicose (mg/dL) 121,20 £ 10,71 142,00 + 14,02 144,00 £ 17,22 146,20 + 14,79
Uréia (mg/dL) 34,42 + 3,36 44,45 + 1,59 27,58 + 2,92 42,54 + 2,64
Creatinina (mg/dL) 0,08 + 0,01 0,11 £ 0,02 0,10 £ 0,00 0,10 £ 0,00
Acido urico (mg/dL) 1,83+£0,17 2,16 £ 0,12 2,15+0,18 2,12 £ 0,05
AST (U/L) 116,70 + 10,05 89,20 + 12,74 116,80 + 20,84 215,20 £ 54,31
ALT (U/L) 55,50 £ 2,77 51,20 + 3,27 50,50 + 2,66 72,17 + 10,64
FA (U/L) 68,83 £ 6,07 90,80 £ 9,53 127,70 + 28,43* 114,70 £ 9,20*
BT (mg/dL) 0,25 + 0,04 0,34 £ 0,02 0,45+ 0,03* 0,42 £ 0,02*
BD (mg/dL) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Bl (mg/dL) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
LDH (U/L) 1142,00 £ 147,20 870,80 £ 112,20 1067,00 + 174,70 1228,00 + 212,90
Colesterol total (mg/dL) 102,70 + 6,07 94,20 + 3,07 96,25 + 3,75 106,20 £ 2,70
Triglicerideos (mg/dL) 115,00 + 10,01 138,80 + 14,97 110,80 + 10,76 101,60 £ 7,05
Proteinas totais (g/dL) 4,25+ 0,16 4,84 + 0,08* 4,97 +0,22* 5,54 +0,13*
Albumina (g/dL) 1,85+ 0,09 2,12 +0,09* 2,37 £0,12* 2,66 £0,07*

Os valores representam a média £ E.P.M. (n = 12/grupo). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; FA: fosfatase

alcalina; GGT, gama-glutamiltranspeptidase; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.

“Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).
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Tabela 8: Efeitos do EASA (250, 500 e 1000 mg/kg) sobre os parametros bioquimicos de camundongos fémeas apds os 30 dias de tratamento.

Parametros bioquimicos Controle EASA 250 mg/kg EASA 500 mg/kg EASA 1000 mg/kg
Glicose (mg/dL) 168,50 + 6,89 157,70 £ 4,17 146,80 + 11,59 144,70 £ 13,47
Uréia (mg/dL) 45,13 +1,81 40,92 + 1,90 40,68 £ 0,66 40,32 £ 4,72
Creatinina (mg/dL) 0,10 £ 0,00 0,10 £ 0,00 0,11 £ 0,02 0,10 £ 0,00
Acido urico (mg/dL) 0,82 +0,14 1,05+£0,14 1,30+ 0,11* 1,57 £ 0,08*
AST (U/L) 97,00+ 7,21 94,67 + 16,22 184,80 + 60,58 70,20 = 5,46
ALT (U/L) 48,67 + 0,66 48,67 + 7,86 58,60 * 6,29 45,50 + 2,32
FA (U/L) 127,70 £ 6,88 155,00 £ 11,85 133,30 £ 13,69 113,40 £ 2,62
BT (mg/dL) 0,25 + 0,07 0,30 + 0,06 0,32 £ 0,05 0,44 £ 0,02
BD (mg/dL) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Bl (mg/dL) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
LDH (U/L) 854,00 £ 89,64 974,00 + 149,30 1401,00 + 339,40 643,00 + 30,01
Colesterol total (mg/dL) 83,00 + 4,55 79,50 £ 11,50 101,00 £ 9,00 75,50 £ 5,04
Triglicerideos (mg/dL) 103,80 £ 13,54 163,00 £ 3,00 110,00 £ 10,00 181,50 + 13,88*
Proteinas totais (g/dL) 5,66 = 0,09 5,76 + 0,08 5,46 £ 0,07 5,33+0,13
Albumina (g/dL) 2,90 + 0,06 2,87 £ 0,06 2,70 £ 0,07 2,85+ 0,08

Os valores representam a média £ E.P.M. (n = 12/grupo). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; FA: fosfatase

alcalina; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase. "Estatisticamente diferente do controle
(ANOVA, seguido por Newman-Keuls, p < 0,05).



Tabela 9: Efeito do EASA (250, 500 e 1000 mg/kg) sobre as massas dos 6rgaos de camundongos machos apos os 30 dias de tratamento.
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Orgaos Controle EASA 250 mg/kg EASA 500 mg/kg EASA 1000 mg/kg
Coragéo (9) 0,21 + 0,006 0,22 £0,01 0,24 £ 0,02 0,23 +£0,02
(9/100 g) 0,08 £ 0,004 0,04 £ 0,009 0,10 = 0,008 0,07 £ 0,004
Pulmao (g) 0,22 £ 0,006 0,24 £ 0,02 0,28 £ 0,03 0,23+ 0,02
(9/1009) 0,09 + 0,006 0,05+ 0,05 0,12 £ 0,02 0,09+0,01
Figado (g) 1,88 = 0,06 1,74 0,07 1,79+ 0,08 1,70 £ 0,08
(9/100 g) 0,77 0,06 0,59 + 0,06 0,79 £ 0,06 0,75+ 0,06
Estomago (g) 0,26 £ 0,01 0,24 +0,01 0,26 £ 0,01 0,25 + 0,02
(9/100 g) 0,10 £ 0,008 0,10+0,01 0,13+0,01 0,10+ 0,01
Rins (g) 0,49 +£0,01 0,48 £ 0,02 0,47 £ 0,02 0,48 + 0,03
(9/100 g) 0,19 £ 0,005 0,11+0,01 0,11+0,01 0,18 £ 0,02
Adrenais (9) 0,005 + 0,001 0,005 = 0,002 0,022 = 0,007 0,005 = 0,001
(9/100 g) 0,0020 = 0,0003 0,0016 = 0,0005 0,0104 £ 0,0025 0,0025 £ 0,0003
Baco (g) 0,15 % 0,02 0,16 0,01 0,15 + 0,01 0,16 £ 0,02
(9/100 g) 0,058 + 0,007 0,057 £ 0,009 0,056 £ 0,005 0,047 £ 0,007
Testiculo (g) 0,26 £ 0,01 0,28 £0,01 0,26 £ 0,02 0,27 £ 0,02
(9/100 g) 0,10+0,01 0,07+0,01 0,11+0,01 0,07+0,01
Epididimo (g) 0,18 £ 0,02 0,20 + 0,01 0,22 + 0,02 0,21 +0,02
(9/100 g) 0,07 0,01 0,02 +0,01 0,13 £ 0,02 0,09 £ 0,01
Vesicula seminal (g) 0,23+£0,03 0,11+£0,01 0,29 £ 0,03 0,24 £0,06
(9/100 g) 0,08 £0,01 0,06 £ 0,01 0,12+0,01 0,10+ 0,03

Os valores representam a media = E.P.M. (n = 12/grupo).



Tabela 10: Efeito do EASA (250, 500 e 1000 mg/kg) sobre as massas dos 6rgaos de camundongos fémeas ap6s os 30 dias de tratamento.

Orgaos Controle EASA 250 mg/kg EASA 500 mg/kg EASA 1000 mg/kg
Coracéo (g) 0,17 £ 0,005 0,16 £ 0,008 0,17 £ 0,004 0,16 £ 0,006
(9/100 g) 0,08 £ 0,005 0,06 £ 0,005 0,06 £ 0,005 0,06 £ 0,005
Pulmao (g) 0,23 + 0,009 0,22 + 0,02 0,20 £ 0,01 0,17 £ 0,007
(9/1009) 0,10 + 0,006 0,08 + 0,01 0,08 £ 0,008 0,07 £ 0,004
Figado (g) 1,76 £ 0,05 1,44 £0,11 1,58 + 0,07 1,59 + 0,08
(9/100 g) 0,81+ 0,04 0,60 £ 0,06 0,62 £ 0,05 0,62 £ 0,05
Estdmago (g) 0,32 + 0,008 0,30 £ 0,01 0,32 £ 0,007 0,31+0,01
(9/100 g) 0,15+ 0,01 0,16 + 0,01 0,15 + 0,007 0,17 £ 0,006
Rins (g) 0,39£0,01 0,38 £ 0,01 0,40 £ 0,009 0,39£0,01
(9/100 g) 0,18 + 0,01 0,17 £0,01 0,19 £ 0,02 0,18 £ 0,008
Adrenais (g) 0,03 + 0,003 0,02 + 0,001 0,02 £ 0,002 0,02 £ 0,003
(9/100 g) 0,01 + 0,002 0,01 + 0,002 0,02 £ 0,001 0,02 £ 0,002
Baco (g) 0,19 £ 0,02 0,18 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,19 £0,01
(9/100 g) 0,09 £0,01 0,08 £ 0,01 0,08 £0,01 0,09 £0,01
Utero (g) 0,17 £ 0,02 0,10 £ 0,01 0,13+0,03 0,14 £ 0,02
(9/100 g) 0,07 + 0,007 0,06 + 0,005 0,07 £ 0,006 0,07 £ 0,008
Ovarios (9) 0,06 £ 0,007 0,04 £ 0,005 0,06 £ 0,009 0,06 £ 0,004
(9/100 g) 0,02 £ 0,002 0,01 £ 0,001 0,03 £ 0,006 0,02 £ 0,002

Os valores representam a média £ E.P.M. (n = 12/grupo).
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Figura 19: Cortes histologicos (HE) do coracdo de camundongos machos tratados com o
EASA durante 30 dias consecutivos. A — controle; B - animais tratados com o EASA 1000
mg/kg. O circulo indica o discreto infiltrado inflamatdrio.

Figura 20: Cortes histolégicos (HE) do figado de camundongos fémeas tratadas com o EASA
durante 30 dias consecutivos. A — controle; B - animais tratados com o EASA 500 mg/kg; C -
animais tratados com o EASA 1000 mg/kg. As setas indicam discreta esteatose.

Figura 21: Cortes histologicos (HE) da cépsula de Bowman dos rins de camundongos

tratados com o EASA durante 30 dias consecutivos. A — controle; B - machos tratados com o
EASA 1000 mg/kg; C - fémeas tratadas com o EASA 1000 mg/kg. As setas indicam aumento

do espaco capsular.
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Figura 22: Cortes histolégicos (HE) da glandula adrenal de camundongos tratados com o
EASA durante 30 dias consecutivos. A — controle; B - machos tratados com o EASA 1000

mg/kg; C - fémeas tratadas com o EASA 1000 mg/kg. As setas indicam hipertrofia dos
espongiocitos.
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6. Discussao

A decoccdo da casca do caule de Simarouba amara tem sido popularmente usada na
medicina tradicional de muitos paises ao longo dos anos. No entanto, praticamente ndo ha
registros cientificos de estudos que respaldem as propriedades etnomedicinais ja descritas
para Simarouba amara como também de pesquisas que investiguem novas acles
farmacologicas para essa especie.

As informacdes relativas a composicdo fitoquimica da casca do caule de Simarouba
amara remetem-se as presencas de alcaldides, triterpenos e quassindides (POLONSKY, 1978;
GROSVENOR et al., 2006), além de taninos (COIMBRA, 1994). No entanto, dentre 0s
metabolitos ja identificados na espécie, apenas os taninos e tracos de quassinodides foram
verificados por CCD na amostra em estudo. A presenca de tracos de quassinodides poderia ser
esperada, uma vez que a sua freqliéncia em S. amara é a menor encontrada dentre as espécies
da familia (ALMEIDA et al., 2007).

Os dados obtidoss pela CCD permitiram selecionar os padr@es que seriam utilizados
na CLAE. Assim, foram identificados e quantificados na solucdo extrativa de S. amara picos
condizentes com o &cido clorogénico (um fenilpropandide derivado do acido caféico), taninos
condensados (catequina e epicatequina) e hidrolisaveis (acidos galico e elagico). Sendo as
catequinas os constituintes majoritarios quantificados na solucdo extrativa. Os taninos
consistem num grupo de compostos polifenolicos largamente distribuidos nas plantas
(OKUDA,; YOSHIDA; HATANO, 1989).

Estudos prévios tém atribuido as diferentes classes de taninos diversas propriedades
farmacoldgicas como anti-inflamatéria (PAN et al., 2000), antioxidante (CHEN et al., 2004),
antibacteriana (KAMIJO et al., 2008), antitumoral (OKUDA et al., 2009) e antidiabética
(VASCONCELOS et al.,, 2011). Assim, a acdo desses metabdlitos provavelmente esta
relacionada com as atividades farmacoldgicas observadas nesse estudo.

O edema de pata induzido por carragenina € um modelo animal bem estabelecido para
avaliar a acdo anti-inflamatoria de produtos naturais e sintéticos (MAITY et al., 1998). A
resposta inflamatoria produzida pela carragenina é bifasica. A primeira fase (0 - 2,5h),
caracterizada pelo edema ndo-fagocitico, estd associada a acdo de mediadores como
serotonina, cininas (TNF, IL-1B, IL-2 and INFy) e principalmente histamina (DECIGA-
CAMPOS et al., 2007). A histamina € responsavel pela dor local, ativacdo do sistema
complemento e das células endoteliais, recrutamento de leucocitos e formacdo do edema no

local da inflamagdo (PAULA et al., 2006). J& a segunda fase (2,5 - 4h) esta relacionada as
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presencas de prostaglandinas, cicloxigenase e migracdo leucocitaria para a area inflamada
(PANTHONG et al., 2007).

No modelo experimental induzido por carragenina, a fase incial da inflamacédo foi
inibida pelo tratamento com todas as doses do EASA, o que sugere um provavel efeito do
extrato sobre os primeiros mediadores inflamatérios liberados por esse composto. Resultado
similar do padrdo de inibicdo foi obtido quando se utilizou a histamina (um dos primeiros
mediadores inflamatorios liberados) como agente algico, particularmente na primeira hora de
edema. Kim et al. (2006) ja demonstraram que o acido galico foi capaz de bloguear a
liberacdo de histamina dos mastdcitos nas reacGes alérgicas inflamatorias e inibir a expressdo
de citocinas pré-inflamatdrias e Yamada et al. (2012) verificaram que os taninos hidrolisaveis
de Carpinus Tschonoskii preveniram reacOGes alérgicas tipo | ao impedir a liberacdo de
histamina por bloquear a ligacdo da IgE ao seu receptor nas células dos mastocitos. Dados do
Nnosso grupo mostraram que espécies contendo taninos como compostos majoritarios possui
provavel atividade antagonista sobre o receptor de histamina Hi, 0o que de certa forma se
correlaciona com os dados obtidos nesse estudo. Porém, estudos posteriores devem ser
conduzidos para tal comprovacao.

O EASA também foi efetivo frente aos diferentes modelos de Ulcera aplicados. O
tratamento foi capaz de prevenir o dano na mucosa gastrica induzido pelo etanol 70% e
indometacina assim como auxiliou o processo de cicatrizacdo na Ulcera cronica. Agentes
necroticos como o etanol lesionam a mucosa gastrica por meio de mecanismos que envolvem
estase sanguinea, formacdo de radicais livres, peroxidacéo lipidica, inibicdo da sintese de PG
com consequente diminui¢do na producdo de muco (ABDEL-SALAM et al., 2001; ANDREO
et al., 2006).

Khennouf et al. (2003) analisaram os efeitos gastroprotetores dos extrato acetdnico de
Quercus suber e Quercus coccifera e dos taninos purificados oriundos dos mesmos sobre as
lesGes gastricas induzidas por etanol em camundongos e coelhos. Verificaram que tanto os
extratos quanto os taninos purificados inibiram a secrecdo gastrica e a formacéo de lesdes
estomacais assim como reduziu significativamente a peroxidacéo lipidica em homogenato de
cérebro de coelhos. Murakami et al. (1991) ja comprovaram que o acido elagico é um potente
inibidor competitivo da bomba H*-K*-ATPase e age ao competir com o ATP pelo seu local de
hidrolise e, assim, inibir significativamente a secrecdo de HCI.

Ja a supressdo da sintese de prostaglandinas induzida pela indometacina aumentou a
susceptibilidade de lesdes na mucosa gastrica dos animais do controle. O EASA reduziu o

dano na mucosa em todas as doses testadas em relacdo ao referido grupo, sugerindo um
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possivel envolvimento das prostaglandinas na resposta gastroprotetora. Além dessa suposicao,
Mitjavila et al. (1977) verificaram que baixas doses de &cido tanico adicionadas a dieta de
ratos também eram capazes de aumentar o volume do muco gastrico.

O modelo de dlcera crénica induzido por acido acético é semelhante a Ulcera gastrica
humana ndo s6 pelas caracteristicas patogénicas, mas também pelos mecanismos cicatrizantes
e 0 tempo requerido para a cicatrizacdo (OKABE; AMAGASE, 2005). O tratamento com 0
EASA 500 mg/kg foi capaz de promover a reepitelizacao e restabelecer a camada glandular
que havia sido destruida com a administracdo do agente ulcerogénico. De acordo com
Vasconcelos et al. (2008), os taninos precipitam microproteinas no local da Ulcera péptica
formando uma pelicula protetora que impede a absorcdo de substancias toxicas e promove
resisténcia a acdo de enzimas proteoliticas, fazendo com que a cicatrizacdo ocorra
naturalmente.

Além desse mecanismo facilitador do processo curativo, 0s experimentos
demonstraram que a cicatrizacao da Ulcera também foi auxiliada pelo aumento da proliferacdo
das células estomacais nos animais tratados com o EASA, confirmada pela intensa
imunorreatividade ao PCNA quando comparado ao controle. O PCNA ¢é uma proteina auxiliar
das polimerases delta e ipsilon envolvidas na replicacdo e reparo do DNA. Ele ¢ utilizado
como um indicador de proliferacdo celular (ALVES; BACCHI; VASSALO, 1999), pois é
expressa na fase G; tardia e durante a fase S do ciclo celular (ARISAWA et al., 1999). A
diminuicdo significativa nos niveis de LDH nos animais tratados com o EASA também foi
sugestiva de reparo tecidual, uma vez que niveis séricos elevados dessa enzima sdo
observados em casos de leséo e morte celular (MOTTA, 2009).

Outras informac0es fornecidas por esse modelo experimental foram relativas a alguns
indicadores de efeitos tdxicos registrados durante as duas semanas consecutivas de
tratamento, como o ganho de massa corporal e 0os consumos de &gua e racdo. Os resultados
demonstraram que o tratamento com o EASA ndo promoveu reducdo desses parametros
quando comparados ao controle.

A (ltima atividade farmacoldgica investigada foi a hepatoprotetora. A toxicidade
hepética induzida pelo CCl, consiste num método experimental muito utilizado para se
estudar o efeito hepatoprotetor de produtos naturais e de drogas (RECKNAGEL et al., 1989).

O primeiro passo no metabolismo de CCl, é a reducdo de um elétron, catalisada pelo
citocromo Py4so, produzindo o radical livre triclorometil (+ CCl3), altamente reativo
(HANZLIK, 1981). Na presenca de oxigénio molecular, a maior parte dos radicais ¢« CCls

gerados reage para formar o radical livre peroxi-triclorometil (+ OOCCI3) (SLATER, 1982).
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Ambos os radicais sdo capazes de formar ligagdes covalentes com proteinas ou lipideos,
levando a peroxidacdo lipidica da membrana e, finalmente, morte celular (BRATTIN;
GLENDE; RECKNAGEL, 1985; RECKNAGEL et al., 1989).

Peroxidos, hidroperoxidos e produtos de degradacdo de lipideos gerados nesse
processo tambeém constituem agentes oxidantes ativos. Consequentemente, as estruturas da
membrana celular e as estruturas de membrana das organelas intracelulares séo
completamente quebradas e danos estruturais sdo propagados (CENGIZ et al., 2013). Postula-
se que a peroxidacdo lipidica aumentada esteja associada a iniciacdo do estresse oxidativo que
ocasiona Vvarias lesGes teciduais e morte celular, contribuindo para a progressdo de muitas
doengas agudas e cronicas (HALLIWELL, 1997; BRATTIN; GLENDE; RECKNAGEL,
1985).

A peroxidacdo lipidica gera uma variedade de produtos toxicos mais ou menos
estaveis. Muitos desses compostos sao aldeidos. Eles poderiam, em teoria, migrar dos locais
de peroxidacdo lipidica na membrana, proximo ao citocromo P59, € causar alteraces
patoldgicas em outras partes da célula (BRATTIN; GLENDE; RECKNAGEL, 1985). Uma
abordagem para a deteccdo de lesbes hepaticas envolve a medicdo dos perdxidos lipidicos,
tais como o malondialdeido (MDA) (KHAN; AHMED, 2009). O MDA é um dos principais
aldeidos reativos que aparece durante a peroxidacdo de acidos graxos poli-insaturados da
membrana bioldgica. Niveis elevados de MDA no figado sugere aumento da peroxidacdo com
consequente dano tecidual e ocasiona insuficiéncia dos mecanismos de defesa antioxidantes, o
que evitaria a formacao excessiva de radicais livres (NAIK; PANDA, 2007).

A administracdo do CCl, gerou estresse oxidativo no figado dos animais do controle,
constatado por meio dos niveis aumentados de MDA. No entanto, o pré-tratamento com todas
as doses do EASA impediu essa elevacdo. Esses dados estdo de acordo com os estudos de
Hsu et al. (2008) e Cengiz et al. (2013), que demonstraram que o tratamento com Oleo de
gergelim ou com o extrato de Dunaliella salina também reverteram o estresse oxidativo
hepatico induzido pelo CCl,.

O sistema antioxidante é critico para a desintoxicacao de radicais livres. A superdxido
dismutase (SOD) reduz a concentracdo de radicais superdxido altamente reativos (¢ O)
convertendo-os a H,O,, enquanto a catalase (CAT) decompde o H,O; e protege os tecidos dos
radicais hidroxila (¢ OH) extremamente reativos. Essas enzimas antioxidantes séo facilmente
inativadas pelo perédxidos lipidicos ou espécies reativas de oxigénio, o que resulta na
diminuicdo da sua atividade na toxicidade induzida pelo CCl; (YANG et al., 2008 ; HSU et
al., 2008).
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O fato de néo ter havido uma diminui¢do nas atividades das enzimas SOD e CAT,
induzida pelo CCl,; nos animais do controle, deveu-se provavelmente a um mecanismo de
adaptacdo do organismo frente ao estresse (LIMA et al., 2012). Entretanto, o pré-tratamento
com EASA nas doses de 250 e 500 mg/kg foi capaz de aumentar os niveis de catalase, o0 que
poderia contribuir para a prevengdo do dano oxidativo induzido pelo CCl,.

A estimativa das enzimas séricas, tais como aspartato e alanina aminotransferases e
lactato desidrogenase, € util para verificar a extensdo e o tipo de dano hepatocelular.
Aumentos nos niveis séricos dessas enzimas estdo relacionados aos danos na integridade
estrutural do figado, uma vez que elas séo liberadas na circulacdo ap6s destruicdo autolitica
ou necrose celular dos hepatdcitos (KHAN; AHMED, 2009 ). A desintegragdo da membrana
dos hepatocitos com posterior liberacdo AST, ALT e LDH, entre outras, é uma das
conseqiiéncias da peroxidacdo lipidica induzida pelo CCl, (SINGH et al., 2008). Na presente
investigagdo , a administracdo de CCl, em ratos resultou em elevagdo acentuada dos niveis
séricos de ALT, AST, LDH e bilirrubina corroborando com os estudos de Asha et al. (2007),
Hsu et al. (2008) e Cengiz et al. (2013). O pré-tratamento com o EASA preveniu 0 aumento
dos niveis dessas enzimas, indicando que 0 mesmo protege o hepatdcito ao evitar a perda da
sua integridade funcional.

Tem sido mostrado que a injdria hepatica induzida pelo CCl, é significativamente
reduzida pelo tratamento com taninos, provavelmente devido ao seu efeito antioxidante
(OKUDA, 2005). As propriedades antioxidantes e de captacdo de radicais livres sdo as acoes
bioldgicas mais reconhecidas das catequinas (SUTHERLAND et al., 2005), metabdlito
majoritario presente na solucdo extrativa de S. amara. Nossa hipdtese, no entanto, é que as
catequinas presentes no EASA seriam as responsaveis pela atividade antioxidante verificada
e, consequentemente, pela hepatoprotecéo resultante.

Além disso, o tratamento com EASA estimulou a proliferacdo dos hepat6citos, como
verificado através da intensa imunorreatividade ao PCNA. Essa analise revelou um grande
numero de células em proliferacdo nos figados dos animais tratados com EASA quando
comparado ao grupo controle. Majumdar e Moudgal (1994) verificaram que o0 &cido tanico
preveniu danos ao DNA das células hepaticas e renais de galinhas adultas por meio de um
mecanismo antioxidante. Desse modo, além de prevenir, 0 EASA poderia reverter uma injdria
estabelecida no figado por intermédio da estimulacéo da proliferacdo celular.

Esse estudo ainda realizou ensaios de seguranca de uso (toxicidade aguda e de doses
repetidas) com o EASA. A toxicidade aguda refere-se aqueles efeitos adversos que ocorrem

logo apods a adminsitracdo oral de dose unica de uma substancia ou mdaltiplas doses dadas
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dentro de um periodo de 24 h (OECD, 2001). Os resultados da toxicidade aguda mostraram
que a dose de 2000 mg/kg nédo produziu sinais de toxicidade ou morte dos animais, sugerindo
uma DLsy maior que a referida dose pela via oral. Ainda de acordo com a OECD (2001),
substancias que apresentam valores de DLsy maiores que a referida dose, pela via oral, podem
ser consideradas praticamente ndo-toxicas. Do mesmo modo, 0s ensaios de toxicidade de
doses repetidas com o EASA durante os 30 dias consecutivos ndo ocasionaram morte ou
sinais clinicos de toxicidade.

Apesar de ndo ter havido diminuicdo no consumo de racdo nas fémeas durante os 30
dias de tratamento e, nos machos, esse fato ter ocorrido apenas na Ultima semana para as
doses de 500 e 1000 mg/kg, ambos os sexos tratados com a maior dose apresentaram
diminuicdo significativa no ganho de massa corporal. McRae and Kennedy (2011) ja
demonstraram que 0s tannnos interagem com as proteinas salivares e com aquelas associadas
a mucosa produzindo adstringéncia que € refletida na diminuicdo do consumo de alimentos e
da digestibilidade dos mesmos. Entretanto, estudos indicam que os maiores efeitos dos
conversdo dos nutrientes digeridos (AKANDE et al., 2010).

Porém, vale ressaltar que o0s machos tratados com todas as doses do EASA
apresentaram proteinemia e albuminemia. Apesar da porcentagem de absorcdo a partir do
intestino esta reduzida nos animais tratados com a maior dose, Waghorn (1990) verificou que
os taninos condensados presentes em baixas concentraces na forragem ingerida por ovelhas
foi capaz de melhorar o valor nutritivo da planta ao ligar-se as suas proteinas e protegé-las da
degradacdo excessiva no ramen, aumentando em 20-50% a quantidade de aminoéacidos
essenciais absorvidos quando comparado a ingestdo de forragem sem taninos condensados.

Em contraste a isso, ainda de acordo Waghorn (1990), altas concentragdes de taninos
adminstradas por longos periodos pode produzir alteragdes histoldgicas na mucosa intestinal
do gado incluindo anormalidades na estrutura das vilosidades e ruptura da rede de
comunicacéo intestinal.

O exato mecanismo pelo qual os constituintes de S. amara poderiam danificar érgaos
vitais do corpo ndo pode ser derivada da presente investigacdo, mas 0 prejuizo para
determinados orgados e tecidos possivelmente podera ser refletido com a anélise das enzimas
séricas. Os niveis aumentados de FA e BT nos machos tratados com as doses de 500 e 1000
mg/kg do EASA refletem, provavelmente, um comprometimento do fluxo biliar para o
intestino, uma vez que estudos em ratos demonstraram a excrecdo biliar de algumas

catequinas do cha verde como epigalocatequina-galato, epigalocatequina e epicatequina
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(CLIFFORD, VAN DER HOOFT; CROZIER, 2013). Apesar da FA pertencer a um grupo de
enzimas relativamente inespecificas, ela também estd localizada nas membranas de
revestimento dos canaliculos biliares e pode ser regurgitada para a circulacdo quando ha
impedimento da excrecdo de bilirrubina, com consequente hiperbilirrubinemia (MOTTA,
2009).

Apesar dos niveis de RDW estarem elevados nas fémeas tratadas com a maior dose do
EASA em relacdo ao controle, os valores estavam dentro dos limites de referéncia para a
espécie de acordo com Restel (2012).

Em relacdo aos pardmetros bioquimicos, as fémeas tratadas com as doses de 500 e
1000 mg/kg apresentaram hiperuricemia e as tratadas apenas com a maior dose
hipertrigliceridemia. Esse fato poderia estar relacionado com uma questdo hormonal, uma vez
gue os machos ndo exibiram alteracdes nesses parametros. Entretanto essa é apenas uma
suposicao que requer novos estudos.

No entanto, de acordo com Yahyaoui, Esteva e Haro-Mora (2008), o estrogeno é
uricosurico o que diminuiria os niveis séricos de &cido Urico e uma diminuicdo nos niveis
deste hormdnio poderia justificar a hiperuricemia. Apesar de ndo ter sido quantificado, os
niveis de estrégeno poderiam ser considerados dentro da normalidade, incialmente, uma vez
que o aumento na sintese de triglicerideos faz parte das func@es fisioldgicas do hormdnio
(CHEN et al., 2009).

Os nossos achados ainda contrariam os resultados encontrados por Ho et al. (2012)
cuja atividade da xantina-oxidase, enzima responsavel pela conversdo da hipoxantina a
xantina e dessa a &cido Urico, foi inbida levando a hipouricemia em camundongos machos
tratados com a fracdo acetato de etila do extrato de Balanophora laxiflora assim como pelos
taninos hidrolisdveis derivados da mesma. Assim, a explicagdo para a hiperuricemia
apresentada em nossos resultados requer maior investigacdo em estudos posteriores.

A hipertrigliceridemia apresentada por essas fémeas, além da influéncia hormonal
como mencionado, também poderia ser resultado da maior incorporacao intestinal de lipideos
pelos quilomicrons que ocorreria em fungdo do tratamento. Arhelger, Brom e Boler (1965)
verificaram maior captacdo hepatica de quilomicrons em coelhos tratados com dose Unica de
uma solucdo de &cido ténico a 40%. A hipertrigliceridemia, no entanto, poderia estar
relacionada a discreta esteatose hepatica apresentada por esses animais ndo como decorréncia
de caréncia protéica que reduziria a formagdo de lipoproteinas no figado e a excregdo de

triglicerideos, mas devido a uma ingestdo caldrica deficiente, com consequente mobilizagdo
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de lipideos do tecido adiposo, aumentando o aporte de &cidos graxos para o figado
(BOGLIOLO, 2013).

Apesar de ndo ter havido uma ingestdo calorica deficiente nas fémeas tratadas com a
maior dose comparadas ao controle, pois ndo houve diferenca significante no consumo de
racao entre 0s grupos experimentais, a diminui¢cdo no ganho de massa corporal das mesmas
desde a 22 semana de tratamento, j& reflete uma privacédo calorica, provavelmente por algum
um comprometimento na absorcao de nutrientes.

O discreto infiltrado linfocitario apresentado no coragdo dos machos tratados com as
doses de 500 e 1000 mg/kg do EASA poderia ser resultante dos efeitos dos taninos. Melo et
al. (2008) verificaram que o tratamento de camundongos Swiss fémeas com fragGes
enriquecidas com taninos a partir do extrato aquoso de Mascagnia rigida Griseb. causaram
alteracdes no perfil enzimatico-muscular do coracdo com aumentos significativos da enzima
miocardica CK-MB (creatinoquinase fracdo MB), que é liberada pelo tecido miocardico
lesado. Esse processo de lesdo e inflamacdo poderia estar relacionada com a leucocitose
apresentada por esses animais.

Entretanto, os efeitos renais do tratamento foram os mais pronunciados, uma vez que
ocorreram de forma semelhante em ambos os sexos. O aumento do espaco da capsula de
Bowman verificado nos machos e fémeas tratados com a maior dose pode ser consequéncia
do efeito diurético dos taninos. Estudos experimentais tém mostrado que 0s taninos sdo
dotados de acOes diuréticas e vasodilatadoras (HERRERA et al., 2008), fatores que
contribuem para uma excrecdo urindria aumentada (PANTOJA et al., 1993). A excrecdo
urinéria aumentada poderia ser resultado de um aumento da pressdo de filtracdo total nos
glomérulos, o que forcaria um grande volume de fluido para o espago capsular (TORTORA,;
DERRICKSON, 2010), o que possivelmente explicaria 0 aumento observado.

A hipertrofia dos espongidcitos, células localizadas na zona fasciculada das glandulas
adrenais, foi verificada em machos e fémeas tratados com a maior dose e poderia estar
relacionada aos taninos. Tem sido mostrado que a deficiéncia de Na* é exacerbada pela
presenca de taninos na dieta de herbivoros (FREELAND; CALCOTT; GEISS et al., 1985).
Hastins et al. (1991) mostraram que a inclusdo de acido tanico na dieta de camundongos
dosmeéticos machos (Mus dosmesticus) aumentou 0s sintomas de estresse pela diminuicdo do
Na" tais como a morfologia alterada da glandula adrenal. Brient-Johnson and Christian (1998)
demonstraram que o tamanho da zona fascicular e reticular da adrenal foram
significativamente maiores em ratazanas alimentadas com dietas contendo 1,5% de &cido

tanico.
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Desse modo, os ensaios de toxicidade de doses repetidas produziram algumas
alteragBes histoldgicas principalmente nos animais tratados com dose de 1000 mg/kg do
EASA. Entretanto, essa maior dose empregada corresponde a cinco vezes a quantidade de
extrato bruto utilizada na medicina tradicional (TAYLOR, 2005), quando calculado a partir
do seu rendimento. Assim, estudos posteriores em animais de maior porte como rato, coelho
ou cdo deverdo ser conduzidos a fim de elucidar como o tratamento ao longo prazo

comprometeria esses orgaos-alvo.
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7. Conclusotes

O conjunto dos resultados sugere que o0 extrato aquoso da casca do caule de
Simarouba amara possui agdes anti-inflamatoria, gastro e hepatoprotetora, inicialmente

atribuida a presenca de taninos e € seguro por via oral.

e Os taninos foram os principais metaboélitos presentes na casca do caule de Simarouba
amara, sendo as catequinas os constituintes majoritarios quantificados na solucéo extrativa
da mesma. Atribuindo-se, principalmente aos taninos, as atividades farmacoldgicas

verificadas nesse estudo;

e O EASA apresentou agdo anti-inflamatéria ao inibir a formacdo do edema na pata de ratos
Wistar. Provavelmente, por uma acdo inibitdria atribuida inicialmente ao mediador
histamina, mas sem descartar sua possivel acdo sobre outros mediadores inflamatorios, que

deve ser posteriormente investigado.

e O EASA preveniu o dano induzido por etanol ou indometacina na mucosa gastrica, assim
como, auxiliou o processo de cicatrizagdo na Ulcera crénica, atuando de forma preventiva e

curativa, caracterizando dessa forma uma agédo gastroprotetora;

e O EASA demonstrou ser um agente hepatoprotetor antioxidante, pois reduziu os niveis de
peroxidacdo lipidica e das enzimas séricas e aumentou a expressdo da catalase e a

proliferacdo dos hepatdcitos;

e O ensaio de toxicidade aguda, por via oral, com o EASA na dose de 2000 mg/kg néo
produziu sinais de toxicidade ou morte nos animais, sugerindo uma DLsy maior que a
referida dose, sendo considerado praticamente ndo toxico por essa via de admnistracao.
Enquanto que a administragdo de doses repetidas do EASA, durante os 30 dias
consecutivos, produziu alteracbes hematoldgicas, bioquimicas e histologicas pontuais.
Contudo, estudos posteriores em animais de maior porte deverdo ser conduzidos a fim de
elucidar como essas alteracfes poderiam comprometer a funcionalidade e a integridade dos

orgaos-alvos.
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CASTROPROTECTIVE EFFECTS OF THE AQUEQUS EXTEALT OF
STMAROUBAAMARAATUEBLET (SIMAROTUBACEAE) STEM BARE ON EXPERIMENTALLY
INDUCED GASTEIC ULCERS IN RODENTS
Helida &I L. harashis'; Larizss Armijo Relim', Gnmur.ﬁmﬂd&:'.hﬁ.m&ﬂumﬂuﬁm’.ﬁlﬁﬁ
TWanderler"""
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Collogate of Pharmacensical Soences, Fedaral Unresity of Valo do 530 Pramcisco, Petmolma, 35304-20% Bzl
'unmtﬂﬁﬂngfmim Fedaral Unmvenity of Pamamiveco, Recefe, 50670-201, Brasil.
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Abstract: SteasreuboemareAblet seen berk dacoction ks teen traditonalhy used I Brail to treat el infammeton, &,
;F.n..dnn:'hn.l.mian:luhnc Thi i of fhos mﬂﬂﬁpﬁﬂhﬁnﬂmuﬁ:ﬁdﬁaqﬂum
amaraviee bark (SAAF) on diSomot wlcar models in rodants. The wx obtzned by decoction and
mhﬂhrh#pﬁmﬂh;dmmm Acuts ulcar wes induced by sthanel 2nd indomothacin amd the
chromic pxodal by acetic acd. HPLC amalyrs quanbificd condansed amd bydmlyiablo tomivs. Oral adommiceation of SAAE (100,
zsummqmwmmmmmmmﬂnmmﬂ&mimqmmm
increaed call om and restomd glasdular seorstory acthity of th mracosd The SAMAR shemmd
qrﬂnlm.. qgslht:ﬁmﬂuﬂrnpn:mﬁtmtmdmm It samdnlar seoeiry actviy and

ugnmificant gavtroprokoiroo
probablypreemzd the oxiduites drmage at the e tme that moosed egenoerathe and eparathve cipacities. of the gasmc
ImCosa
Ky words: Simamobasmers, ulror, Gomms, psiroproiection

1. INTRODUCTION
Poptic nlear &5 one of S wodd's e2jor psto-micctml
affoctizg 10% of the wmid . Tk patho-
ﬁﬁgufmﬁm#umwhmlm
aggressne facion like acid, pepsin, Helicchactar
infertion amdl the local mecosy defonsss Gko hicarbonae
mmm;ﬁmmamm
'H:n]:l'ml:‘uluhnhpm]inh:r: associvied with pepiic

"El.'l:hﬂ “mard” l.nﬂ."|:ll:u. paraiha”, ulll'pmﬂnt
:u:hﬂwm-mmhﬂ;hudﬂimt]&mdmam’
mﬂ&mhﬂahﬂ;h{h:rmﬁdkmh:mdm}'
ogical date mér o ww of
nftuwmmﬂnﬁucam! ﬁtm[m'u::.ri:‘hﬁ

malaria, inflaneaation, Swer, ahdommnal diarrhea,
wround amd as omics”, p
Ao ubacmorg phmmhgnlummm
antiemlarial action of ity fruits ¥, ambecide and bactericidal
Shipediofleioesd and Solveose il
nfmmmmmmhk:hnmdmmmwm
in fio ewvom epidarmes”.
hphm:hnrra]mmﬂuinmh:uihy
Polomkyst al” waro isolated alkaloids, witwpese: and
from & swearg shem bork Tsolsod six newr
from the & e sk bark and e other
]:n'nu:rmb.hu'm -omiralle-7, M-tion-33-
ol and miloticiea)™. Coimbea'' has alwo isolaed aBicaloids
and i from the berk of this specia
e the plomeacologpicel properies of
Smarosbarmers s bark, i aielcarogenic afect s
mof bean imestigeied Thersdore, te presant smdy evatuzied
the posmhls gasroprowcrrepomncal of the aqmeoos exmc
of Simarcuboaeer smm bark om
rra i {SA_QE:I axparinwnialby

L MATFRTATLS AND KIFTHODES

lll:h—r.l]:

epcakchm, acd, ellagicacid,
chlomgenic acad, mpﬂtmhﬂ:hc
pachasd fops Sigma - A.I.ﬂ:thﬂmmhﬂ-:-.[ﬁ:lm:.
USA). Efone] amd acetic acid (W, D'nq'nhl:tnnl.
EBrzzl), bhetat elpdrogenass (LIE)
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530 Pamlo, Brordl) and prolifursting cell maclker amtipen

(PCHA) froms Abcans (Candwidgn, TEA).
1.} Maberisl plani

The smm ki of SsarubosmoraAnblet o
collected in 530 Jodo, Permmivecn, Bl (8 * 32 33 73

amd 36" 2O Th-ﬁ}mdﬂmﬁuﬂa:h Agronoenic
Izstite of Permamiesco. A vouchar speczzan was deposiied
at tho Diardano de Axdrade i Herbarnm ender masher
B34

1.3 Fxiract preparation
The sam bardks of Simarsdamers ware colleced
in Decamhar 210, The sexgples wars shade dried for 43
hoen and then plwed @ a cocdating ar oo 2 a
of 43 £ 1 "C to stahilize the reuidm] moishms.
A the and, the baris were mowmd = 2 Eobves mill. Tha
arimact of Mmoo sem bark (SAAF) was
from & decoction of the powdar | {I{I':n"
mhgnhsﬂhdmmm;uhﬂﬁnipmddlﬂl
mimee. The agmows oxfmct wai comcenimed in
byophitiear. The vield of Smorostoomesn dned exmct ws
12.15 g par bifer of the SAAE.

1 4 Phptockemical soreenine
1,41 Thin lsyer chromsiveraphy

The dry sxtract of Smaroubarmess stem bak wes
amohyred for e presence of ydmhzables oo (gaikc
and  ellagic a:l.u.’s:l. tanmin:  comdomsed  (cateching],
favomcick, wponins, coumarms,  phorylpropamcids,
conammc acid derhvatives, alkeloids, toterpenes'sbarcids,

o qumainids, iodeddk amd

m"ml:h Hpm nmmndmsﬂ:.n;d
chrmmingaphic plaes (Marck i art 103553, UW 250 -
Jifmm) ndng mobie phoses, raogenh axd appropae
stamilas".

141 Hirh Performamce Ligwd Chrommtesrsphy
HFLEC comtitors:  chropetegrphic sehsis o

Dy - :ﬂﬂmﬂmmmmmm

ATY) SPD - MD0A. Tt was wsod Roctok™ C18 cobaen (250
m:#mﬁm]mmudat.’rl}": The sandsrds amd
aople: wem olokd wing @ mobile phee Eadient
consisting of methanal (A and 0. P acetic :.:ul[pHS{I]
(B Tha conditions were: [ - 50 min (10 - 8% A and 0 -
10% By, 50 - 33 oam (B0 -10% A and 10 - 50% B), 33-50

min {10% A and 30% B). Flow min of 0.8 ml. | psn and
injection volmme of 20 pl.

Sampdes preparation: the aqmeons sohetion of dried
sxiract from Simarouhanmeresiam bark m the comceniraton
of 1.6 mg /7ol was nsed a5 et sohition. For semdands,
it was propamd aqeece: sohiion of catechin (1.6 mgind.),
gallic acid (0116 mgml) elbgic acid (16 meiml),
np.mdm |:{I] mg-'mlj md mothwmolic sobsion of
‘). Tha vanderd concentrations

amalytical curves. All samplas

v.mqum -:m:r.t'l.rl

and stndvrds wers Shered throngh menshrangs of 022 ym

E‘q:pm'j m;ﬂﬁln:dmmpm The chromatograms

135 Animals

bble Whinr o6 (Reneorepiurm. alides)
(aged 2 morehs. weighing 230 - 280 £) wers cbtainod from
the Department of Physiclogy =nd Prmacology at e
Fadoral Univarsify of Pemamivco (UFFE), Pemambeco,
Eaﬂ]hmmhmh:tm:‘ﬂ mhdm'h'm:ﬂ

conditioms (11 = J'C l"l"hd.a:k c:.dn-

maibble od dbine 1'I:|n nq:ml:l:]
mh&nﬂm]mfﬂlnﬂﬂmm

of UFFE (Procesm o'. 0 in accordmen with the
Natiomal kstinee of Eialth for s Caze and Tha
1§ Anoulcerveenic acovity

18] Edeancl-imduced pasivic ulcer

AsSgr 16 b of fstng, the animals were modomby
dnsded o fw mous (3 = o) and wee oy
prwaid with the aqmos aemact of Mearoehoemareuiam
Tk (SAAF (100, Zﬂmﬂﬁl.‘.[ln@'lgjdtﬂli:h i
md pantopamle coe  houwr hedm
admim siration of the tﬂntﬂl.tt]mm
indniced ming edome]l (TP U7 ml100 g po). The
animals wew euthensrednans toopezdal (140 meks Lo
oz by afber dnetion of gt Jeaons. Thotr sioosechs
wure ramevsd, by opaning them along the meater ommatm,
the comorts mmoved and the shoomch pmcosa gemthy
wahod with wmling (09%) and somined for quantfcation
of kesions The mxiic kedon arsa was mmasured using
phnhnﬁtylhmﬁlimrdﬁmteﬁnhhlmdhpﬁ:

162, Indometbacin-indwced sazin uloer

Afer 16 h of fsfing, the animals were modomby
dnided o fie mouk (o = S'moup) and weme omally
prwmated with the aqmos sxmact of Mearoheemareiam
Tk (RAAE) (100, 250 and 500 makyl a whicls (waisr)
and pemioprazols (40 mr'lcD). Gasinc ledoms wers induced
by subcutancons adinistration of indeeedacn 3 mgke
1 momdes afwr e oewiment™. The mimah wens
wcmificed § b affer indepofocin inmjoction, thoir shomachs
remnoved and mepecied under oopmification o detemans the
mastric lesioms produced The mesulth were axproased =
leaions, uleers and tot] mdex, which were obizned fen
wores detwmingd by vanom abomtons in te pamc
oo, comsiderng the colar, edam and heporrhags, o
-:-fmmpuhchn-:.hmih:&ﬂnmﬂﬂs amd th
momsher and iz of necro-temembagic ldons ™.

183 Acetic acid-induced pasiric ulcer

Clronic wloar indnciion wes hased oo doscobed by
Takagi ot 2l "mﬂlm:mﬁ:fntm..nn mirel: warw
dnidod imbo 3 = ), ghen a reiicted solid food
diat fr 14 b 'E:l..mﬂ:ntndmmh'tnptﬁ::m
vIpary to axposs the siommach 007 mil. of 3% acetic acd
was imjecied min the shsarosal Leyer of the wriemal wall of
the siomack Ome doy afier admimistration of acd, dadhy
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5N 2T7414%

ﬂ:hi:-rl—hi:rmﬂlm[-:mﬂj.pmtpu:h[%
mgks) or SAAF (300 During this pariod, the
posdbk toxic afects of mmi}m:hdmmgmdl
pmmEn % moraity, chogs b body oo and
macroscopic amalyas of vitd ergms. On dry 15, all groups
nmmuﬁmﬂ,ﬂnrhmmhmxnipleh:gqlhdnd
the srbes ama of pomic o dewrmmed by
computerized planinery (Software Imagal™) and fhe data

s ed in o',

At tho and of the teament, the blood was alio
callected by Tectro-orbatal for hiochemical analyre
of lactrte dehrpdroganans
1.6.31 Hisrolomical amali:

The stomach ledoms mdeced by acetic acid in it

st In 10 ruffred formaln. Afior satting, the samplas was
washed with waer, immenied in 0% efnd akohel] for 34
dzys and embeddd b pmafn Fn'n1|m thick ]:nﬁn
wotion were takan and samed wth

(HE) and Pemedic Anid-2c2 8 (PAS) Tsolog

of the mairic sections was camied o mIng mld::ma:hr
nﬂmmq:jfj.:m!':ﬂl.'RDDIP*[[':u]In.:

2.6.3 2 Imwmnohiztochemical analys
Themmrmohistochepsical “for  proliferating call
mcler amtigen (PCNA) w2 parformed & sampies of '
stomacheomindded In paeffm Sections of 4 pm wem
obtzinod and mcobatedfor 3 min withmenoclmal ansteody
t the ami-PCHA the ¥ Wl
pninind = e i dusd Tan st
mineus prireed o moowns oven 2 100 "G, te

duhmn:-in:l:-mmtuq:mﬂnm:hd:-pnu

Inpammdnshlocking .-:hm-nli:':rimﬁfu'n:-:llmg.
the sbides wem mobated wpekly wih ooy
athodinforPCNA  (an-PCNA  ambody{PC10) -
Proliferation’xrke{ab2¥)

Mo Abcamin], 1:100, Eilmmi
with secondary Bnﬂ:mﬂn:*llﬂiﬂu
Ve and themwached withphcaphats ufand. sali

PES). Afw wmbmg chdw

et b Schreregn sohmonTIAT),
wubodn watr, comtwr-mined with

datrydrated and momnted Calls reactive for amti-PCMA wam
identified by %o prsnce of 3 dek reddish-browm
-:hmmh&nm.dmﬂq.i:ﬂuﬁa]-:ﬂ]. The macnaty
was indicated wimg the following scoms: mild modacate
andtmgmmm'

L7 Smostical amabyss
Enﬁ.ﬂ'a]m]j'.i.nuprﬁ:umduﬂunl:q:hm

Prum 10 sofwam. The difference betwean £

assessed by anafysis of vadance (ANCVA) whn

mecessary, by Mewmen-Foenls st Tha significancs lovel for

rejection of te ml] bypothass was alnays » Mo

3 RESULTS
4.1 Phymchemmcal screemng
311 Thim laver chromstearapln
Piytochemical amahzi of dry exmct fom

Slnarouhatiera .mhmtlimnm&ﬂpmd
Iydrohmble fomms (gallic and allagc acids) and oo
Loncomthocyeniding ae precmans of proamhocyamdms,
d&.mﬂniumﬁdcmhﬂ:]hmms[:u:hmnd
W Phenyipropameis  mnd  cimmamic  acd

s (fakic aod) wee ako identifed m owell
traces of sapomtes, shervids and qeasoncads

311 Hek Performance Ligmd Chromsmosraphy
(HFLL)

HPLC amlyis of exmacve sobiion misaled e
presance of comooenoemphic pesks consismer wih e
standands. Standam] retemtion tmes wers 5.78, 17.80, 1857,
1915, 326 min for gallic acd, chiorogenic acd, ciechn

-qlrmhmanddhmrmimm'mh For exmactrn
wohotion wam 376, 17.90, 1862 1936 and 327 min

respectaly (B 1), The concenfrations of the mednhy
ml:l.'-:-htﬂp.'uu:tmﬂ:ﬂ m-a:tmg;d]xa'.ﬂ[]&"r"
ugml. of extactte sobmtion) chlongemc acd (383
ugml), camchin (M998 gl epicateckin (1643
peml) and allxgc aod (129 pp'ml). Lincar mgression
anaiysts indicated Imgarity of de mathod.
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3.2 Ethancl-induced gaztric ulcer
The m with al doses of the SAAE

ichitited the formation ofzastric

by70%: ethanolcongpared to contol{Egqure 2

E%

NSy ImAL)
R

00, 250 amd
(©3%). bt

A————
» @& &4 2

xcad C-

D B 8. B S
Tiew i)
Figure 1: HPLC of standards and extractive solution of Smaroxbaamavostem bark A - gallic acid; B-

m:&-pﬂ:ad;b-dﬂcwan&c-w

oﬁemwn“. §7.7and 96.3% for dowes of

q.'kg.nqnm‘ly The mhubitien
dowe wasniy o pamtoprazole
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Gastroprotecth cﬂ'actofSAAE
{@=6/ zu;)°Sman)

3.3 Indomethacin-induced gastric wicer
2 msnc

bdomethacm (30 maks) produced
losiozs mdex of 3.99 = 0.16; an ulcer mdex of 21.77 =093
axnd 2 total index of 2576 = 1.03 in &0 comrol group.
Preceatment of mizeals with SAAT at doses of 100, 250
2xd 500 mg'ks sigmificantly rednced all indces 33 shown n
tabls 1. The 100 mgkg dowe redaced the incidemce of

Figure 2:

2 Control

&N pantoprazole 40 mg/kg
SAAE 100 mg/hg
SAAE 250 my/kg
SAAE 00 mg/kg

-

= 204

ot @

2 1A

=

© ) m @ m

() mduced by 70% edanc]. The vakws represent meen = SEM

ﬁnncml (ANOUASdbey\m-&uh.p 0.09).

Jeatons, uwlcers and total indces by 62.0, 79.2 and 76.5% the
250 mgkg dose by 728, §5.4 and 834%, and the 500
mgkg dose by 812, 945 and 92 Ta respecthuly.
Pantoprazols redaced the Jesions, ulcars and sonl mdices by
77.0, 89.3 and §7.4% respectivaly, when conpared with the
comrel group.

Table 1: Gastroprotectve sfiect of SAAE om gastnc Jesions induced by mdomethacin (30 me ks s.c.) in Wister mts.

Parameters Control paxto 50 SAAF 100 SAAE 20 SAAF 500
Lezon mdex TW=01¢E 0.§."=U.L"‘ [32=013° 10e=0. I3=0.12
Ulcer index 21772083 2332018 452=041" 318031 L12=022¢
Tocal index 25.76=103 3.252071* 6.04=150° $26=105* 187=0.18*
Pamo <U: pantoprazols ¥ mEEE SAAL (due0is GXact of Newirowhadmsoam bark) at doses K, < makg
value: represent meam = SEM (n =6/ goup). Smsnalkyd&mﬁonmd(-\NO\AMh&m—&dxp»
0.05).
SJWME,M: ﬁ;mﬂd pnq:ruah(f‘.B =) Blpen’) (95.2%).1DH
The SAAE ( 2kz) accelerated thehsalingof % (Ug alio wmificamdly M
mmi:nbchmgbl-thxof:mn(ﬁpﬂ oamcetef &6 aminals with SAAE (5T3T0= 6ﬂ
whose main area of the lescn docreased (188 S2.00 =97 coapared
= (056mm’) (5.7%) compand © coomelgoyp (#4551 comrol(988 00=8.97).

065", howsawr it &d not difrof $e reducton

Figure 3:Gastroprossctne effect of SAAT on gytnc Jestons () induced by 30%: acetic acd. The values represeat mean =
SEM(n=6/goap). A - coatral; B - pamoprazols 4) mgks: C - SAAE 500 mgkg

Thars wats 20 1iubls s of tomaty (damdes o
chamge: in bebrvior or locomotor m'n') m xmols
troated with SAAF and pamtoprazcle. The amimals teased

whSAAES)) xgkmbowsdigniSca inasaesinbody

mxpﬂﬁgmﬂ;ﬂ“;ﬂﬁgmi)mdb
.on Sl  theand of

sptimd
tmnut(ﬁ;mG)iancoqndmmd
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a ‘,‘}"‘ @ Control

& pantoprazole 40 mg'kg
& SAAE 200 mghe

Bedy mass gain (2)
)
o

A
“‘43-’-{,5‘5.-6"6
<204
RO Lol 6 O 9 Bl 1
0 2 K 3 8 12 14

Day

P N e g,  Satieaty s oo conal (INGNA flimad oy o Kot g G0
80+
1
o @ 401 o Contrel
$E - pantoprazole 40 my/kg
E 3 ” -+ SAAE 500 mg/kg
28 -
P
£ 104
1
0-

' A

0 2 4 6 8 10 12 14
Day

Figure 5 Watkr ke (2ol /dayaxtzml) of the aninals soated with SAAE 500 mgkg for 14 consecatne days. Toe valnes
ropreset mean = SEM (0= 6/ mowp). ¢ Statatically diffarene from coztzol (ANOVA followsd by Nemman-Keuls, p < 0.05).

404

4

M4

& Contrel
- pantoprazole 40 mg/hy
~# SAAE S00 mg'kg

Food intake
(g/day/animal)
"~
<

=
LR
- -
L
oo -
-
e
"~
—_
e

Day
Figure 6: Food imtaks (g/day'animal) of the aneonls treated with SAAE 500 mg'ks for 14 comsecutive duys. The values repressat
momn=SEM (n=6/ powp). * Sttstcally Effarant from comtzol (ANOVA followsd by Newman-Eeuls, p < 0.05).
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3.41 Hetologacal analy=i SAAE (300 nyk@#l*‘&puf;ﬂql_ﬁuﬂ
.

cootrol amimals by mndmndm rowoalod the presence of gastic nmcus and the amngement
ofepathalial, mecosaand subzracosa Layers of intact glands in the group: meaed with pantoprazels or
withobmdmteflaatory  ixflrateand confmed the SAAE The secretory actuty is evidenced by the mtemse
gEmToprotective actoms of pamoprazole (40 mpkg) or tome of pink (Bx=e 7).

Figure 7: Hi ats' - —— ——— o (10x inceased)
mmmwdmmnh)m(m)MeM-NSMMMudMJ
- HE stamod o )(10: o Te-eprdeliaizaton (nngog B2- PASmd‘ly
- e
mmbwﬁnmm -ﬁnmmm)aoxummmmc-
HEmdMqu;m(thnﬁme(m}CloQ - PAS stained SAAE 500

mpkg with re-spathalialmation areas and ghndelyr secrstory actvity (wrows) (10x and 400x inareased, respectvely).

342 Immuzobiztockemical anakyzis

The gasmic tismes cbtxmed m the acetic acid-
induced putnc wkar model wee wed oo
imeamokistochamical localization of PCNA amtibody. The
PONA-positive mcied axe murked by reacton with the coler
brovm  The ammals teaed with  the

ﬁg!n&m&mhmdnnnlnﬂymoﬁm nmhmduhSAAlA mm&m
intsaselynphocytic Sitrateand a weekimesmoreactnityoPCNA(<50%) in themominingopathelial cells maclet (xous); B -
pantoprazele (50x mareased): imense rmmoreactnifyPCNA(= 73%) C - SAAE 500 mgkg (500x inceased) mtume
imnamorsact Ay PCNA(= 75%).

Almir G. Wanderle er al, 2014 €2




Int Ros J Pharm App 5o, 20014 42 3666

EEN: 22T7-4148

4 DISCTUSSI0N

Snmnl plat extracts bove bean sstablished as
atiuicarogumcs. Howevar, this wes the &t stady dat
immstimed the pstroprowctve propartes of the aquecus
sairact of Simeroubacmara sbam bazk (ZAAE) and veriSed
its anteloarogemc action.
ohuaried in the proliminar phrytocharical soreaning and the
afechin ware Se major coogponants quantified m the
sxacthe solstion. Compliowntry phytockemnical dao

wans provided in Sy wtady & the presances of ndmbyable
2xd comdamsod tannins and chlorogemic acid derrate (cakic

acid). Acconding to Enshivoet al ”, phenolc copspoumds,
wiich mnclada fho abows cited, am s malamd to e
inmimg ami-miaomeeary healing, anticxidmt
axd anfieloamgemic propertivs

Fh:l':rh:hmmm'nl:ﬂnmﬂmmlhnud
for therr medicnal effects and swwral shdies ke
darsmstrated ther anti-uloar aifects”. Stadios dhowed that
many temming act 2 rdical senvenper, mwmepting e
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