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RESUMO

O presente trabalho teve como principal objetivo averiguar os efeitos da toxicidade
subcronica, potencial de inibicdo tumoral, atividade antiangiogénica além de
potencial citotéxico e antioxidante do extrato etandlico (EE) do cerne de Caesalpinia
echinata. Os ensaios de toxicidade subcronica foram efetuados em ratos Wistar
(Ratus novergicus), adultos de ambos os sexos. Os animais foram tratados durante
28 dias com o referido extrato nas doses de 75, 150 e 300 mg/Kg administrado por
via oral, e verificou-se o consumo de agua e de alimento, a variagcdo temporal de
peso corporeo, alem de parametros hematoldgicos e bioquimicos. A inibicdo tumoral
foi avaliada através da inoculacdo de suspenséo de células de carcinoma de Ehrlich
(CE) tratadas durante uma hora com diferentes concentragdes de EE (6,25 mg/mL,
12,5mg/mL e 25mg/mL) ou Metotrexado (0,5mg/mL), em camundongos albinos
Swiss (Mus musculus). A viabilidade das células do CE foi avaliada antes e apds o
tratamento e em seguida foram inoculadas nos animais, na concentracdo de 2x10°
células viaveis. No teste de avaliacdo do efeito do EE de C. echinata sobre o
crescimento tumoral em animais pré-tratados com inibidores da cascata do acido
araquidonico, os camundongos foram tratados previamente com Dexametasona
(3,9mg/Kg) ou Indometacina (3,6mg/Kg), por quatro dias, e em seguida receberam
uma suspensao de células do CE, sendo posteriormente tratados com o EE. A taxa
de crescimento tumoral foi avaliada, assim como a biometria do pulmao, figado, rins
e baco; seguida de avaliacdes histopatolégicas, assim como analise hematologica e
bioquimica. A atividade antiangiogénica foi processada em modelo de angiogénese
em cornea de ratos na dose de 100mg/mL do EE. A atividade antioxidante foi
avaliada sobre os radicais DPPH e Oxido Nitrico, a a¢o citotdxica através de ensaio
colorimétrico com sal de tetrazolio e efeito protetor frente ao peroxido de hidrogénio.
Nos resultados verificou-se que em ambos 0s sexos houve variagdo em relacdo ao
ganho de peso, onde ficou demonstrado, nas fémeas, diminuicdo do indice de
massa corpérea dose nao-dependente. Em relacdo ao consumo de agua e alimento
houve diminuicdo com o tempo em todos os tratamentos. Quanto a andlise dos
parametros hematolégicos houve discrepancia entre fémeas e machos com
acentuacdo para células brancas e plaquetas. Na analise bioquimica as maiores
discrepancias ocorreram quanto aos triglicerideos, e as transaminases AST e ALT.
Uma relacao positiva entre a concentracao de EE e o percentual de inibi¢cdo tumoral
foi obtida, alcancando-se 100% de inibicdo com 25mg/mL de EE no pré-tratamento
das células do CE. Animais pré-tratados com dexametasona inoculados com
suspensao de células do CE, apresentaram menor taxa de crescimento tumoral,
sugerindo a participacdo de componentes da cascata do &cido araquidonico no
processo inibitério. EE também apresentou efeito inibitério (77,49%) em modelo de
angiogénese inflamatéria. Uma atividade antioxidante satisfatoria na captura do
radical DPPH com ICso= 42,4 pug/mL, correspondendo a uma reducdo de 74,3%.
Quanto ao Oxido nitrico obteve-se ICso= 234,2 ug/mL que correspondeu a uma
reducdo de 25,49%. Verificou-se que o EE foi capaz de proteger a cultura de células
expostas ao stress oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio. Estes resultados
sugerem que EE de C. echinata apresenta grandes potencialidades na inibicéo
tumoral, provavelmente, envolvendo a participacdo de mediadores da cascata do
acido araquidénico.

Palavras-chave: Caesalpinia echinata, carcinoma de Ehrlich, angiogénese,
antioxidante.



ABSTRACT

The main aim of the present study was to investigate the subchronic toxic effects of
ethanolic extract (EE) of the heartwood of C. echinata, its capacity to inhibit tumors
and antiangiogenic, cytotoxic and antioxidant properties. The subchronic toxicity
assays were carried out in adult Wistar rats (Ratus novergicus) of both sexes. The
animals were treated for 28 days with orally administered doses of the 75, 150 and
300 mg/Kg of the extract and their consumption of food and water, variations in body
weight over time, and hematological and biochemical parameters were noted. The
ability to inhibit tumors was examined by way of inoculation of Swiss albino mice
(Mus musculus) with a suspension of Ehrlich’s carcinoma (EC) cells, treated for one
hour with different concentrations of EE (6.25 mg/mL, 12.5mg/mL and 25mg/mL) or
Methotrexate (0.5mg/mL). The viability of the EC cells was assessed before and after
treatment and then the animals were inoculated with it at a concentration of 2x10°
viable cells. In the test to evaluate the effect of the EE of C. echinata on tumor growth
in animals pretreated with inhibitors from the arachidonic acid cascade, the mice
were previously treated with Dexamethasone (3.9mg/Kg) or Indomethacin
(3.6mg/Kg), for four days and then received a suspension of EC cells, followed by
treatment with EE. The tumor growth rate was measured, along with the size of the
lungs, liver, kidneys and spleen. Histopathological evaluations and hematological and
biochemical analyses were subsequently carried out. Antioangiogenic activity was
evaluated using a model involving angiogenesis in the corneas of rats at a dose of
100mg/mL of EE. Antioxidant activity was assessed in relation to the DPPH and nitric
oxide radicals and cytotoxic properties by way of a colorimetric assay using
tetrazolium salt and the protector effect against hydrogen peroxide. The results
showed that in both sexes there was variation in weight gain and the reduction in
body mass index was found not to be dose-dependent in the females. There was a
reduction in consumption of food and water over time with all treatments. There was
a discrepancy between males and females in terms of hematological parameters,
with an increase in the numbers of white blood cells and platelets. In the biochemical
analysis, the greatest discrepancies were found in the triglycerides and the AST and
ALT transaminase enzymes. A positive association was found between the
concentration of EE and the percentage tumor inhibition obtained, achieving 100%
tumor inhibition with 25mg/mL of EE during pretreatment of EC cells. Animals
pretreated with dexamethasone and inoculated with a suspension of EC cells
exhibited a lower tumor growth rate, suggesting the involvement of components of
the arachidonic acid cascade in the inhibition process. The EE also had an inhibitory
effect (77.49%) in the inflammatory angiogenesis model. Satisfactory antioxidant
activity was found capable of capturing the DPPH radical with ICso= 42.4 ug/mL,
representing a reduction of 74.3%. With nitric oxide an ICsy of 234.2 ug/mL was
obtained, representing a reduction of 25.49%. The EE was found to be capable of
protecting the culture of cells exposed to oxidative stress induced by hydrogen
peroxide. These results suggest that the EE of C. echinata has great potential for
inhibiting tumors, very possibly involving mediation by the arachidonic acid cascade.

Key-words: Caesalpinia echinata, Ehrlich’s carcinoma, angiogenesis, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Estimativas apresentadas pela Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer (IACR) apontaram uma incidéncia de 14,1 milhdes novos casos de cancer e
8,2 milhdes de mortes relacionadas a doenca no ano de 2012, em todo o mundo
(IACRa, 2013).

As projecdes da IACR, baseadas no projeto GLOBOCAN 2012, estimam um
aumento de 19,3 milhdes novos casos por ano até 2025, devido ao crescimento e
envelhecimento da populagdo mundial. No Brasil, as estimativas para 2012, validas
também para 2013, calcularam a ocorréncia de 518.510 casos novos de cancer
(BRASIL, 2009; INCA, 2011).

Dado o impacto para a populacdo, é de fundamental importancia que mais
recursos sejam direcionados a fim de fortalecer as medidas de prevencgao e controle
desta doenca. As principais linhas de combate ao avanco da incidéncia de cancer
sdo: fornecer a populacdo melhor compreensdo sobre a doenca e seus
determinantes; métodos diagndsticos mais precisos, facilitar a deteccao da patologia
em estagio inicial; e, novas formas de tratamento, mais eficazes e menos agressivos
(INCA, 2008).

A busca por novas formas de tratamento ainda encontra nos produtos de
origem natural sua maior fonte de moléculas bioativas. Chin et al. (2006) relatam
que, entre os anos de 1981 e 2002, os produtos naturais ou drogas derivadas de
produtos naturais representaram 28% das novas drogas lancadas no mercado. Além
disso, dentre os novos produtos sintéticos lancados, 24% se tratam de estruturas
analogas a moléculas naturais. Dentre os farmacos aplicados no tratamento do
cancer, 60% das novas drogas sao de origem natural (COSTA-LOTUFO et al., 2010;
GULLO et al., 2006).

Segundo Grafe (1999) as fontes de metabdlitos secundarios encontradas na
natureza parecem ser inesgotaveis em relagdo as possibilidades de se encontrar
novas e diferentes estruturas de extrema importancia para a quimica medicinal.

N&o obstante cerca de 140 mil metabdlitos intermediarios, oriundos,
sobretudo de plantas superiores e de microrganismos, ja estarem isolados e
caracterizados, os mesmos ainda nao foram avaliados biologicamente (CALIXTO,
2003). Nesse contexto, a avaliacdo do potencial toxicolégico e farmacologico das

plantas medicinais e de seus metabolitos secundarios mostra-se de fundamental
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importancia para obtengdo de novos farmacos que apresentem eficicia associada a
uma margem de seguranca satisfatoria.

O Brasil possui um dos maiores potenciais para descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos, porquanto € detentor de uma das
maiores biodiversidades do planeta, aqui se encontra cerca de 20% do namero total
de espécies do mundo. Além de possuir diversidade de fauna e flora, o pais ainda
detém ampla sociodiversidade, e grande conhecimento tradicional vinculado ao uso
de plantas medicinais, além de possuir tecnologia para validar cientificamente este
conhecimento (BRASIL, 2009; CALIXTO; SIQUEIRA JR, 2008).

Dentre as inumeras espécies da flora brasileira, uma em especial, nos
chamou a atencéo, trata-se de Caesalpinia echinata, conhecida popularmente como
Pau-brasil, arvore simbolo de nosso pais. No passado, C. echinata, foi alvo de
intensa exploragdo pelos colonizadores, que buscavam um corante vermelho
extraido de seu cerne. Além de sua importancia econémica, esta espécie também foi
popularmente empregada na medicina popular como adstringente, cicatrizante,
odontoanalgésico e tbnico, sendo a casca do caule também utilizada no tratamento
de diarreias, disenterias e no fortalecimento das gengivas (RAMALHO, 1978;
XAVIER; RAMOS, XAVIER, 1995; SILVA, 2001).

Apesar de ser um vegetal bastante conhecido no Brasil, do ponto de vista
histérico, econdmico e boténico, nos deparamos com uma completa escassez de
pesquisas que avaliassem suas propriedades farmacoldgicas. Através de uma
revisdo da literatura detalhada, evidenciamos que a substancia corante encontrada
no seu cerne (brasilina/brasileina), encontrada também na madeira de outras
espécies do género Caesalpinia, como a C. sappan, foram assinaladas por
possuirem grande potencial farmacolégico (ZANIN et al., 2012). Em um ensaio
preliminar, foi verificado que o extrato deste vegetal apresentava atividade
anticancerigena, e a partir deste ensaio inicial foram realizados inumeros protocolos
de pesquisa os quais evidenciaram que C. echinata apresenta baixa toxicidade,
marcante atividade antitumoral e anti-inflamatéria (SILVA, 2006a). Entretanto, o
conhecimento acerca de como este extrato vegetal atua no organismo ainda se
mostrava insuficiente.

Dentro deste contexto, julgamos imprescindivel a realizagdo de estudos mais
abrangentes acerca do modo de acao do extrato de C. echinata. O presente trabalho

foi desenvolvido com o propdsito de esclarecer uma série de indagaces acerca da
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sua acdo no organismo. O primeiro questionamento a ser respondido referiu-se a
seguranca do uso da droga vegetal quando utilizado em doses repetidas, e como um
organismo vivo se comportaria diante de uma exposicdo prolongada ao vegetal.
Para avaliar este parametro foi realizado um teste de toxicidade oral pré-clinica apos
doses repetidas durante 28 dias.

Subsequentemente, investigamos algumas hipéteses na tentativa de elucidar
0 mecanismo através do qual o extrato reduz o desenvolvimento tumoral.
Inicialmente verificamos a sua capacidade em inibir o processo de angiogénese,
através de um modelo de angiogénese inflamatoria provocada pela cauterizacao
pontual da cornea de rato com NaOH (1M). Em seguida avaliamos a capacidade do
extrato de induzir a morte das células tumorais por meio de testes de citotoxicidade
in vitro e in vivo, e por fim avaliamos se um bloqueio na cascata do &cido
araquidénico, através da inibicdo da atividade da ciclooxigenase (COX) e da
fosfolipase A, (PLAy), influenciaria a capacidade da droga vegetal em inibir o

crescimento do tumor.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estudos sobre Caesalpinia echinata Lam.

2.1.1 Aspectos Histoéricos

Caesalpinia echinata Lam. € uma espécie arbérea nativa da Mata Atlantica
brasileira, ocorrendo desde o Rio de Janeiro, até o estado do Rio Grande do Norte.
Desde dezembro de 1978, conforme a Lei 6.607, esta espécie € reconhecida como
arvore nacional, devido a importancia histérica que representa para nacdo (BRASIL,
1978; CARVALHO, 1994).

Sua denominacdo botanica foi derivada do latim e trata-se de uma
homenagem a um grande médico e botanico do século XVI — Andréa Cesalpino. A
palavra “echinata” é a forma latina do adjetivo “equinado”, que nada mais quer dizer
do que “vegetal cheio de espinhos” (FONTES, 1995).

No Brasil, a planta é conhecida popularmente como pau-brasil, ibirapitanga,
ibirapiranga, ibirapita, muirapiranga, orabutd, brasileto, paurosado e pau-de-
pernambuco (LORENZI, 1992; REZENDE et al., 2004).

O nome brasilium ou brasyll foi a denominacdo empregada para um tipo de
corante vermelho-purpura brilhante, extraido de uma espécie arboOrea asiatica,
Caesalpinia sappan (DEPHILIPS, 1998; MANHITA et al.,, 2012), este corante,
extraido durante a idade média foi considerado exdético e muito caro, e seu
transporte da Asia para Europa muito dificil (ARMSTRONG, 1994). A descoberta da
nova espécie de madeira vermelha na América do Sul, “arvore brasilia”, provocou
uma intensa exploragdo, e entre os anos de 1501 e 1652 as florestas brasileiras
foram devastadas, acabando por levar a espécie para lista de plantas sob alto risco
de extincdo (D’AGOSTINI et al., 2013; BRASIL, 1992).

J& no mercado europeu sua madeira de grande resisténcia foi utilizada na
construcdo de moveis e de navios (FAUSTO, 2002), e na producédo de arcos para
instrumentos de corda (RIZZINI, 1971), porém, sua principal utilidade foi, sem
davida, na fabricacdo de tinta de escrever e para tingimento de tecidos (MANHITA et
al., 2012; D’AGOSTINI et al., 2013).
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Esta coloracdo deve-se a brasilina (Figura 2.1.A) o precursor do verdadeiro
pigmento de coloragdo vermelha, conhecido como brasileina (Figura 2.1.B), obtido
apos a oxidacéo da brasilina (REZENDE et al., 2004).

HO () HO (0]
ke "

HO OH HO 0

A- Brasilina B - Brasileina
FIGURA 2.1 — Formula estrutural da brasilina (A) e da brasileina (B). Fonte: MANHITA et al., 2012

Muitos quimicos importantes se debrugaram sobre a matéria corante do lenho
de C. echinata. Mas, coube a Robert Robinson, Prémio Nobel de Quimica de 1947,
o privilegio de chegar a estrutura quimica da substancia responsavel pela cor
vermelha do pau-brasil (PINTO, 2002).

2.1.2 Aspectos Botanicos

A familia Fabaceae, também conhecida como Leguminosae, pertence a
ordem das Fabales, que contém aproximadamente 650 géneros e cerca de 18.860
espécies, distribuidas em trés familias: Poligalaceae, Surinaceae e Fabaceae (JUDD
et al.,, 1999; OLIVEIRA; PAIVA, 2005). Trata-se da terceira maior familia das
angiospermas (CHAPPILL, 1995), muitas delas possuindo importancia econémica
(TUCKER, 2003).

Sistematicamente, o género Caesalpinia pertence a familia Fabaceae,
subfamilia Caesalpinioideae, tribo Caesalpineae. Este género consiste em uma fonte
inesgotavel de metabdlitos bioativos dentro das mais de 500 espécies distribuidas
em todo o mundo. A maior parte destas espécies € endémica de alguma Regiéo,

como a C. echinata que s6 ocorre no Brasil ou C. pulcherrima nativa da América
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Central, e sdo de grande importancia devido ao seu alto interesse historico,
econdmico, ecoldgico e biolégico (ZAIA, 2004; ZANIN et al., 2012).

Do ponto de vista fitoquimico, muitas classes de compostos foram extraidas
de plantas do género estudado, sendo os principais: flavonoides, diterpenos e
esteroides. Do ponto de vista farmacologico, espécies de Caesalpinia exibem
atividade antiulcerativa, anti-helmintica, antibacteriana, antifingica, antiviral,
inseticida, antiinflamatéria, antipirética, analgésica, antioxidante, adaptégena,
antiproliferativa, anticancerigena, imunomodulatoria e imunossupressora (ZANIN et
al., 2012).

A espécie C. echinata Lam. (Figura 2.2), possui estatura que varia de
mediana até 30 metros de altura; possui tronco de 40 a 70 cm de diametro. Sua
copa é irregular; os ramos mais novos e as cascas de espécimes mais jovens sao
repletos de aculeos. Seu cerne muito duro e pesado varia de colora¢do castanha
alaranjado ao vermelho escuro e foi alvo da primeira grande exploragdo econémica
de recurso natural em territério brasileiro desde a colonizacdo portuguesa
(WERNER, 2009).

FIGURA 2.2 — Caesalpinia echinata Lam. - vista parcial de um individuo adulto. Fonte: CEPLAC,
2010.

O alburno é amarelo-claro. Suas folhas sdo compostas, bipinadas, de 10 a 15
cm de comprimento (CORREA, 1984). Suas inflorescéncias localizam-se nos ramos
terminais, com flores amarelas muito perfumadas. Seus frutos sdo do tipo vagem,
possuindo deiscéncia explosiva e sdo totalmente recobertos por aculeos que se
formam logo apos a floracdo (CARVALHO, 1994) (Figura 2.3).
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FIGURA 2.3 — Caesalpinia echinata Lam. A: detalhe de um ramo mostrando folhas e fruto. B: Corte
transversal mostrando o cerne vermelho (B1 - aos 12 anos B2 - aos 25 anos. C: detalhe contendo flor
em vista frontal, com sépala abaxial, que é verde e pétala adaxial, que possui uma mancha vermelha
escura. Fonte: THOMAS; AMORIM, 2005.

2.1.3 Aspectos Fitoquimicos

Rezende et al. (2004) em estudo de identificagdo dos componentes quimicos
das flores e folhas do pau-brasil encontraram o E-beta-ocimeno como constituinte
majoritario (57,2%). O segundo composto com maior area relativa foi o p-ionol.
Dessa forma a classe de metabdlitos melhor representada foi a dos compostos
fendlicos (REZENDE et al, 2004).

Isoprendides séo frequentemente encontrados na composi¢ao do aroma floral
de diversas espécies, inclusive como constituintes majoritarios, este fato pode estar
ligado a presenca de sinalizadores quimicos especificos no processo de polinizagéo.
Derivados fendlicos C6-C3 e furanoditerpenos sdo os metabdlitos secundarios mais
observados em espécies do género Caesalpinia (REZENDE et al, 2004).

A andlise dos componentes das sementes do pau-brasil realizada por Oliveira
et al. (2002) evidenciou a presenca de pelo menos dois inibidores de tripsina com
massas moleculares de 19,5 e 10 kDa. A extragdo dos ramos do vegetal revelou a
presenca de um diterpeno com esqueleto labdanico, denominado acido daniélico,
esta molécula havia sido anteriormente isolada de uma espécie de Caesalpinia
africana.

O estudo fitoquimico da casca do vegetal demonstrou elevada concentracéo

de taninos (SILVA, 2001). A investigacdo do lenho demonstrou a presenca de
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ligninas, polimero de trés alcoois: p-coumaril, siringil e sinapil. Este polimero esta
presente em 20-30% da parede celular da madeira e |he confere rigidez e
durabilidade, e pode ser responsavel pelas propriedades vibracionais da madeira,
explicando seu emprego na fabricacdo de arcos de violino (FUKUSHIMA; FUZETO,
2003).

Cota et al. (2011) identificaram diterpenos furanicos e butenolideos de
esqueleto cassano a partir do extrato da casca do pau-brasil.

O estudo fitoquimico realizado por Silva (2006a), com utilizacdo do extrato
metanodlico (EM) do cerne de C. echinata Lam., apresentou cumarinas e taninos
catéquicos em pequena quantidade, por outro lado, observou-se grande
concentracdo de flavonoides. A presenca de polifendis esta de acordo com os dados
obtidos na literatura, que aponta os derivados fenélicos Cg-C3 como os metabolitos
mais observados em espécies do género Caesalpinia (REZENDE et al., 2004).

Oliveira et al. (2002) apontaram a brasilina e seu derivado brasileina, como
constituintes majoritarios do cerne de C. echinata. Ambas pertencem ao grupo dos
homoisoflavonoides (XU; YADAN 1996), compostos tetraciclicos com dois anéis
aromaticos, uma pirona, provavelmente originada da via do acetato, e um anel de
cinco membros procedente da via do acido shiquimico (OLIVEIRA et al., 2002).
Homoisoflavonoides de ocorréncia natural (3-benzilideno-4-cromanonas) sao
estruturalmente relacionados aos flavonoides, e apresentam varias atividades
bioldgicas (YEN et al., 2010).

O grupo dos flavonoides € composta por mais de 4.000 diferentes compostos
fenolicos, que apresentam uma estrutura comum caracterizada por dois anéis
aromaticos e um heterociclo oxigenado. Os flavonoides existem naturalmente numa
grande variedade de alimentos de origem vegetal, abundante no grupo das
angiospermas, fazendo parte integral da dieta humana (YUNES; CALIXTO, 2001).
Esta classe de metabdlito secundario € conhecida por possuir varias atividades
biolégicas, incluindo acdo antibacteriana, antifingica, antiviral, anti-inflamatoria e
anticancerigena (KIM et al., 1999; MATSUDA et al., 2003; SRINIVAS et al., 2003).

2.1.4 Aspectos Farmacologicos
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Alguns dados da literatura relatam que a planta possui propriedades
medicinais, sendo popularmente empregadas como adstringente, cicatrizante,
odontoanalgésico e tbnico, a casca do caule é também utilizada no tratamento de
diarreias, disenterias e no fortalecimento das gengivas (RAMALHO, 1978; SILVA,
2001; XAVIER; RAMOS; XAVIER, 1995).

Freire (2004) avaliou a capacidade antitumoral e antimicrobiana do extrato do
cerne de C. echinata, e verificou que o mesmo foi capaz de inibir o desenvolvimento
do cancer em 75,37% dos camundongos portadores de sarcoma 180. Bem como
impediu o desenvolvimento de microrganismos patogénicos, tais como: E. coli, P.
mirabilis, P. vulgaris e B. cereus.

A espécie também apresentou potencial antifingico, o extrato de seus ramos
reduziu o crescimento de colénias de fungos da espécie Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum (SOUZA et al, 2004).

Véarias outras espécies do género Caesalpinia tém sido descritas por
apresentarem acdes medicinais, muito embora, no Brasil seu uso néo seja difundido,
em outros paises ja se conhece ha bastante tempo suas atividades e empregos no
uso medicinal.

Em 2005, Rao, Shih-Hua e Yew-Min isolaram cinco novos flavonoides da C.
pulcherrima com significativa capacidade de inibir mediadores da inflamacéo. Gupta
et al. (2003) demonstraram que o extrato metandlico das folhas da C. bonducella
(EMCDb) possui atividades anti-inflamatoria, analgésica e antipirética. Um ano depois
foi apontado o potencial antitumoral do mesmo extrato (EMCb) contra o carcinoma
ascitico de Ehrlich em camundongos albinos Swiss, também demonstrando seu
potencial como antioxidante (GUPTA, et al., 2004). .

A comunidade chinesa, conhecida pela sua medicina milenar, relata a espécie
C. sappan por possuir atividade antioxidante (PAN YINGMING, et al., 2004), além
disso, foi utilizada como agente anti-inflamatorio (HIKINO, et al., 1977),
hipocolestémico (SAITOH et al, 1986) imunomodulatério (CHOI; MOON, 1977).

Kim et al (2004) e Pu et al (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro
do extrato do lenho da C. sappan contra cepas isoladas de Staphilococcus aureus
meticilina-resistentes (MRSA) obtendo inibicdo do crescimento bacteriano.

Chiang et al. (2003) revelaram que diferentes partes da C. pulcherrima

apresentam forte atividade contra o adenovirus (ADV-8) e herpesvirus (HSV).
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Carvalho et al. (1996) analisando o extrato do fruto de Caesalpinia ferrea,
comprovaram que ele possui atividade analgésica e anti-inflamatéria. Esta espécie
também agiu como regulador positivo da hematopoiese foi o0 que apontou os estudos
realizados por Queiroz et al. em 2001.

Nakamura et al (2002), isolaram o &cido galico e metil galato, extraidos do
fruto de C. ferrea, os cnstituintes demonstraram possuir acado quimiopreventiva do
cancer ao inibir a ativacdo do virus Epstein-Barr e o desenvolvimento do carcinoma
epitelial.

Grangeiro (2009) relatou que o extrato bruto das folhas de C. echinata
apresenta significativa atividade analgésica. Contudo, o mesmo extrato nao
demonstrou atividade anti-inflamatoria. Nesta mesma pesquisa, foi comprovado que
0 extrato bruto das folhas de C. echinata impediu o crescimento do Sarcoma 180,
em 99,4%.

Segundo a investigacdo realizada por Silva (2006a), o extrato etanodlico (EE)
do cerne de C. echinata apresentou um expressivo potencial anti-inflamatorio,
inibindo o edema em 84,1%, mostrando-se superior a atividade apresentada pela
indometacina (%= 56,83%), farmaco padrdo para esta atividade. Quando testado
frente a duas linhagens tumorais de camundongo, o extrato etandlico bruto (EEB) de
C. echinata inibiu em 90,40% o crescimento do carcinoma de Ehrlich e em 73,65% o
crescimento do sarcoma 180.

Cota et al. (2011) em estudo preliminar sobre a atividade leishmanicida
demonstraram que alguns dos diterpenos encontrados no extrato da casca do pau-
brasil (C. echinata) foram capazes de inibir o crescimento de formas amastigotas de
Leishmania amazonensis, sem afetar as células mononucleares do sangue periférico
humano. A melhor atividade leishmanicida foi observada para o extrato bruto em
comparacao aos compostos isolados, evidenciando que esta acdo deve ser derivada
de uma atuacao sinérgica dos varios componentes do extrato bruto.

A brasilina [7,11b-dihydrobenz[blindeno[1,2-d]pyran-3,6a,9,10(6h)-tetrol],
isolada da C. sappan, e também o maior constituinte da C. echinata (OLIVEIRA et
al., 2002), foi apontada por sua acao hipoglicemiante em animais de experimentacao
portadores de diabetes, efeito este decorrente do aumento no metabolismo de
glicose (MOON et al, 1993).

Dentre os efeitos farmacolégicos relatados para a brasilina estdo: atividade

antimicrobiana in vitro (XU; LEE, 2004), inibicdo da proteina quinase C e do receptor
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da insulina em estbmago de rato (KIM, et al., 1998); protecdo da cultura de
hepatdécitos, da toxicidade induzida por BrCCl; (MOON et al., 1992).

Xie et al. (2000) demonstraram que a vasodilatacdo induzida pela brasilina
poderia ser inibida pela N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), sugerindo que o
mecanismo de acdo pelo qual o composto causa o relaxamento dos vasos pode ser
endotélio-dependente. Trés anos apds este o estudo, Hu, et al. (2003) ratificaram o
mecanismo de acdo proposto.

A brasilina também pode ser muito eficaz no tratamento de danos provocados
pelo stress oxidativo. Choi et al. (2007) relataram que a brasilina foi capaz de
proteger a morte celular induzida pelo terc-butil-hidroperéxido (t-BHP), em células
HEI-OC1.

Para os efeitos biologicos da brasileina (6a, 7-dihydro-3,6a, 10-trihydroxy-
benz[blindeno[1,2-d]pyran-9(6H)-one), produto de oxidagdo da brasilina, Yan et al.
(2005) reportaram que a mesma exibiu uma acdo inotropica positiva em tecido
cardiaco isolado, inibindo a atividade da Na® K'-ATPase in vitro, além de ter
apresentado atividade antioxidante tanto in vivo quanto in vitro.

Zhao et al. (2006), baseados em sua pesquisa onde perceberam que o
eletrocardiograma dos animais tratados com a substancia néo evidenciava arritmias
ventriculares, efeito comum do deslanosideo. Desta forma, propuseram que a
brasileina apresentava um menor efeito adverso e um indice terapéutico mais
elevado, quando comparado aos glicosideos cardiacos. Por conseguinte, a
brasileina, uma molécula com esqueleto ndo-esteroidal, produziu aumento da
contragdo do musculo cardiaco, através da inibicdo da Na',K'-ATPase, servindo
como paradigma para o desenvolvimento de novas drogas.

Além destes efeitos, a molécula constitui um importante imunossupressor,
sendo modulando a resposta humoral, bem como, a resposta celular,
provavelmente, através da inducdo da apoptose dos linfécito do timo e do baco dos
camundongos, e da inibicdo da proliferacédo linfocitica (MIN YE et al, 2005).

Shen et al (2007) demonstraram em seu estudo que a brasileina pode
proteger o cérebro de ratos tratados contra injurias isquémicas. Este fendmeno
parece estar correlacionado com a capacidade da brasileina de suprimir a
inflamacéo, por inibir a ativacdo de citocinas pro-inflamatérias.

Além de seu comprovado efeito anti-inflamatério, a brasileina exibiu

significativa atividade citotoxica contra linhagens de células de tumorais humanas,
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referentes aos seguintes tipos de cancer: figado (HepG2 eHep3B), mama (MDA-MB-
231 e MCF-7), pulméao (A549) e gengiva (Ca9-22) (YEN et al, 2010).

2.1.5 Aspectos Toxicoldgicos

Desde tempos remotos as plantas vém sendo utilizadas pela medicina
popular para o tratamento de varias doencas (REBECCA et al., 2002), e ao longo
deste tempo desenvolveu-se a ideia de sao eficazes e seguras, isentas de efeitos
colaterais, ou qualquer tipo de toxicidade. Porém a planta medicinal é um
xenobidtico e, como todo corpo estranho, os produtos de sua biotransformacéo sao
potencialmente toxicos (LAPA et al., 2004). Destarte, a ideia geral de que as drogas
vegetais sdo seguras e livre de efeitos colaterais é falsa (DIMECH, 2003).

De fato, ndo ha razdo para crer na inocuidade dos vegetais, uma vez que
desse reino sdo obtidas substancias extremamente toxicas como a estricnina, a
digoxina, os curares e os heterosideos cianogénicos (LAPA et al., 2004). Por outro
lado, segundo estudos clinicos controlados, a incidéncia de efeitos colaterais é
menor com produtos fitoterapicos do que com drogas sintéticas (DREW; MYERS,
1997).

O estudo da toxicidade aguda do extrato etandlico das folhas de C. echinata
Lam. apresentou baixa toxicidade por via oral (GRANGEIRO, et al., 2009). Silva et
al. (2006a), avaliou a toxicidade aguda do extrato bruto do cerne do vegetal, no
estudo com camundongos foi observado que administracao por via oral apresentou
baixa toxicidade. J4 administracdo do extrato por via intraperitoneal apresentou
moderada toxicidade (DLso de 995,57 mg/kg). A. No bioensaio frente Artemia salina
Leach. também foi observado toxicidade moderada (CLso de705,6 pg/mL ) (SILVA, et
al., 2006a).

2.2 Estudos toxicologicos pré-clinicos de plantas medicinais
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A toxicidade de uma substancia pode ser definida como a capacidade de
causar dano ou morte a um dado organismo (EATON; GILBERT, 2008).

De fato, toda substancia pode ser considerada um agente toxico, esta
condicdo ira depender das condi¢cdes nas quais ocorrerd a interacdo do agente
quimico com o organismo, tempo e frequéncia de exposi¢do, dose administrada ou
absorvida, e via de administracdo (OGA, 2008).

Como discutido anteriormente a ideia de inocuidade dos fitoterapicos é
amplamente difundida, esta concepcédo tem resultado numa série de acidentes por
intoxicacdo ocasionados pela ingestdo de plantas como alimento ou como terapia
para alguma doenca. Nestes casos, a toxicidade pode ser resultante de altas doses
ingeridas ou do estado de conservacdo das plantas e formas de uso (SILVEIRA;
BANDEIRA; ARRAIS, 2008; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Deve-se ter em mente que uma planta medicinal ou fitoterapico ndo tem
somente efeitos imediatos relacionados a sua ingestdo, mas que estes podem se
instalar a longo prazo e de forma assintomatica, como 0s carcinogénicos
(OLIVEIRA; GONCALVES, 2006).

Os testes toxicolégicos séo realizados para se ter dados sobre as condi¢des
em que as moléculas quimicas produzem efeitos téxicos, qual a natureza desses
efeitos e quais os niveis seguros de exposicdo (OGA, 2008; LOOMIS; HAYES,
1996).

Devido a questdes legais e éticas os dados toxicolégicos obtidos na espécie
humana sé&o muito limitados (WHO, 1993). Desse modo os testes que visam indicar
o grau de seguranca a ser atribuido para um medicamento devem ser efetuados em
uma etapa pré-clinica, quando séo utilizadas trés espécies de mamiferos, uma delas
nao roedora (LAPA et al., 2004).

No Brasil, as plantas medicinais sdo utilizadas em ambas as areas: rural e
urbana. Muitas séo utilizadas de acordo com a tradicdo popular, na forma de chas,
decoctos, tinturas, etc., e menos frequentemente como capsulas e pilulas
(ARNOUS; SANTOS; BEINNE, 2005). Por considerar critica a situagdo do mercado
de fitoterapicos no Brasil, a Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria, em 1995,
estabeleceu uma série de regras para o registro dos fitomedicamentos (Portaria n° 6
de 24.01.95, SVS-MS, Brasil, 1995a) e para regulamentar a avaliagdo da toxicidade
destes produtos (Portaria n° 116 de 08.08.96, SVS-MS, Brasil, 1996).
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Atualmente, a RDC n° 14/10 norteia os registros dos fitoterdpicos no pais,
enquanto a Resolucéo n° 90/04 estabelece as regras para os ensaios de toxicidade
aguda, subcronica e crbnica com medicamentos fitoterapicos. Recentemente, foi
promulgado o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que
contempla todas as etapas de producdo de um fitoterdpico, objetivando garantir a
populacdo brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, assim como o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (BRASIL, 2010b;
BRASIL 2009; BRASIL, 2004).

2.3 Produtos Naturais e a Terapia Anticancer

O céancer é uma das principais causas de morte no mundo, sendo
responsavel por 7,6 milhdes de oObitos a cada ano. Segundo a estimativa da
Organizacdo mundial de Saude (OMS), este nimero deverd aumentar em 45% até o
ano de 2030 (IACRb, 2013; INCA, 2011).

Embora exista hoje um vasto arsenal terapéutico somado a novas técnicas
cirirgicas que tem aumentado a expectativa de vida dos pacientes, ainda existe a
clara necessidade de continuar o desenvolvimento de novas drogas anticancer,
principalmente quando se leva em consideragcdo a alta toxicidade destas drogas
(UNNATI et al., 2013).

A fitoterapia tem desenvolvido, frequentemente, importante papel na terapia
anticancer e os mecanismos de interacdo entre fitocompostos e células neoplasicas
vem sendo extensivamente estudado. Newman, Cragg e Snader (2003) relataram
que entre os anos de 1940 e 2002, 40% das novas drogas anticancerigenas
possuiam alguma relagdo com moléculas naturais, destas, 8% correspondem a
compostos desenvolvidos a partir de modificagcfes realizadas em produtos extraidos
de vegetais.

Desde 1955 o Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos vem
realizando triagens pré-clinicas, para avaliar atividade anticAncer, de compostos e

materiais, que incluem extratos de origem natural. Mais de 400.000 compostos, de
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origem sintética e natural foram analisados, incluindo 180.000 derivados de
microorganismos e 114.000 extratos vegetais (MUKHERJEE et al., 2001).

Os agentes anticancer em uso atualmente incluem drogas de origem
microbiana como Doxorubicina, Dactomicina, Bleomicina (MUKHERJEE 2001), e um
grande numero de moléculas retiradas de vegetais, entre estas se encontram 0s
alcaloides da vinca: vimblastina e vincristina, obtidos da Catharanthus roseus, o
paclitaxel (Taxol®) diterpenoide retirado da Taxus brevifolia, o alcaloide
camptotecina, da arvore ornamental chinesa Camptotheca acuminata, e muitos
outros (MONGELLI et al, 2005).

Vincristina, vimblastina sdo agentes antimitéticos que atuam ligando-se as B-
tubulinas inibindo a polimerizacdo dos microtibulos. O paclitaxel age estabilizando
0S microtubulos, e, por conseguinte, inibe a despolimerizacdo dos mesmos,
causando a morte celular. J& a camptotecina atua inibindo a topoisomerase |,
principalmente na etapa intermediaria da clivagem (Figura 2.4) (BRANDAO et al.,
2013).

H;CO A

I H :
CH; J CH
o/\ocuz 3

Vincristina

Paclitaxel Camptotecina

FIGURA 2.4 — Estruturas quimicas de substancias anticancerigenas derivadas de plantas (HUBER,
MARUIAMA; ALMEIDA, 2010; BRANDAO et al., 2013).
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Entre os anos de 1990 e 1996, aproximadamente, vinte agentes
anticancerigenos, os quais incluem produtos naturais puros ou modificacdes semi-
sintéticas de material natural, foram aprovados para o mercado. Entre eles estédo o
Docetaxel/Taxotere (1995), Idarubicina (1990), Paclitaxel/Taxol (1993), Topotecan
(1996), Formestano (1993), Fosfato de Fludarabina (1991), Porfimer sodium (1993),
Raltitrexed (1996), muitos destes de origem vegetal (MUKHERJEE et al., 2001).

Uma grande quantidade de laboratorios internacionais se encontram
engajados na tarefa de buscar novos agentes terapéuticos anticancerigenos a partir
de fontes naturais. Muitas destas moléculas sdo encontradas em testes clinicos, tais
como o flavopiridol, molécula sintética analoga a rohitukine, extraida de Dysoxylum
binectariferum Hook. F. (Meliaceae), esta possui atividade tirosina quinase e é capaz
de inibir o crescimento de linhagens tumorais malignas de mama, pulméo e figado, e
quando associado a outros agentes anticancerigenos, também mostrou-se eficaz
contra linfomas, leucemias e tumores solidos (SHOEB, 2006).

Neste contexto, a molécula hidrossolivel combretastatina A-4 fosfato (CA4),
ativa contra cancer de célon, pulmdo e leucemia, € analoga a combretastatina
extraida da planta sul africana Combretum caffrum (Combretaceae). As
combretastatinas sao estilbenos com acao antiangiogénica, capazes de suprimir a
neovascularizacdo nos tumores induzindo a necrose tumoral. Fenoxodiol (PXD) é
um andlogo sintético da isoflavona genisteina com uma melhor eficacia
anticancerigena. O desenvolvimento deste agente como um farmaco antitumoral foi
baseado, em larga medida, da sua baixa toxicidade nos tecidos normais, atrelado ao
potente efeito inibidor da topoisomerase-Il em células de rapida divisdo (GEORGAKI
et al., 2009).

Também estdo sendo desenvolvidas novas formulacdes farmacéuticas, bem
como novos analogos a partir de moléculas ja consagradas clinicamente, como o
Rubitecano, derivado da camptotecina, potente inibidor da topoisomerase-l. O
Paclitaxel poliglumex é um taxano macromolecular inovador concebido para
aumentar o indice terapéutico do paclitaxel. Consiste numa macromolécula formada
a partir da conjugacdo do paclitaxel e do acido poli-L-glutamico, capaz de se
acumular no tecido tumoral, tirando partido da permeabilidade aumentada da
vasculatura tumoral e da auséncia de drenagem linfatica. Deste modo a exposi¢éo
do tecido tumoral a droga ativa € prolongada, enquanto os outros tecidos saudaveis
do organismo tem exposicéo reduzida (SINGER et al., 2005; UNNATI et al., 2013).



49

2.4 Cancer

Cancer é a denominacdo genérica para neoplasias malignas, um conjunto de
doencas que abrange mais de uma centena de diferentes tipos de enfermidades, e
que apresentam como caracteristica comum o surgimento de novos tecidos em
determinado 6rgdo ou regido, e cujas células apresentam elevada atividade
proliferativa e capacidade de invasao de outros tecidos (INCA, 2014).

Em um tecido normal existe um determinado estado de integridade
volumétrica, no qual o surgimento de novas células é contrabalanceado por
mecanismos bioldgicos que levam a sua destruicdo, em geral através do processo
de morte celular programada, mantendo o equilibrio da massa tecidual (PINHO,
2005a).

Deste modo, o0 que marca a diferenca entre uma célula normal e uma célula
neoplasica é a sua capacidade da célula normal em responder a estimulos inibitérios
gue determinam a sua saida do ciclo celular. No caso de neoplasias malignas,
somado a incapacidade de responder aos estimulos inibitorios, suas células
apresentam um comportamento descontrolado que € marcado por varias mutacdes
celulares que permitem que apresentem menor integracdo célula-célula (reducédo
dos mecanismos de adesividade celular), capacidade de invadir a matriz
extracelular, migrar ativamente pelo estroma intersticial, alcancar os vasos
sanguineos, e manter-se viaveis na circulacdo, interagir e extravasar o endotélio e
por fim aderir e proliferar (MELO; JUNQUEIRA; CHAMMAS, 2003; PINHO, 2005a,;
PONTES JUNIOR, 2009).

O processo de formacao do cancer, carcinogénese, € composto por multiplas
etapas, e tem como ponto inicial uma mutacdo genética sofrida pela célula. Esta
mutacdo pode surgir de modo espontaneo ou ser provocada pela acdo de agentes
carcinogénicos, que podem ser fisicos (ex.: radiacdo ultravioleta e ionizante),
qguimicos (ex.: cigarro, aflatoxinas, nitrosaminas) ou bioldgicos (diversos virus ja séao
reconhecido por sua a¢do oncogénica, como o Papilomavirus humano (HPV), virus
de Epstein-Barr (EBV), da hepatite B (HBV) e o retrovirus (HTLV 1) (PINHO, 2005a).

Em geral, os danos sofridos pelo DNA através da acdo dos agentes
carcinogénicos sao reparados pelos mecanismos de defesa do organismo, caso
contrario, o dano ao DNA produz uma mutacdo genética. A maior parte das

mutacdes genéticas € irrelevante, levando em consideracéo o risco de provocar um
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cancer, contudo, se esta ocorrer em genes criticos pode levar a célula a morte ou
formacao de um tumor (Figura 2.5). Para que a oncogénese ocorra € necessario que
a mutacéo sofrida pela célula confira algum beneficio (ex.: vantagem proliferativa) e
que néo seja letal (JAKOBISIAK; LASEK; GOLAB, 2003).
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FIGURA 2.5 — Inter-relacdo entre anormalidades no ciclo celular e a iniciacdo do cancer. (Fonte:
Pinho, 2005a; NEBERT, 2002).

Duas classes de genes tém papel chave no desenvolvimento do cancer: sao
0S proto-oncogenes, responsaveis pela codificacdo de proteinas que controlam o
crescimento celular (ex.: Gene RAS; Genes ABL / BCR; Gene MYC; Gene HERZ2,;
Gene BCL2; Genes MET e RET; Genes que codificam a telomerase); e os genes
supressores de tumor, que regulam negativamente a proliferagéo celular (Gene p53;
Gene RB1; Gene APC; Genes BRCAl e BRCA2; Genes MMR). Quando sofrem
mutagdo 0s proto-oncogenes tornam-se oncogenes e passam a expressar em
excesso sua proteina estimuladora do crescimento, estimulando a multiplicacéo
celular de modo descontrolado. Por outro lado, a inibicdo dos genes supressores de
tumor impede que a célula disponha de mecanismos cruciais para inibicdo de
crescimento inapropriado (Figura 2.6) (NEBERT, 2002; PINHO, 2005a; RIVOIRE et
al., 2006).
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FIGURA 2.6 — Desequilibrio observado no processo neoplasico (Fonte: Pinho, 2005a).

Uma vez instalada a mutacdo e iniciado o disturbio proliferativo, o tecido
neoplasico anémalo ird desencadear uma série de rea¢des locais que irdo estimular
a formacéo de novos vasos, para suprir a necessidade nutricional exigida pelo tumor
em expansdo. A etapa subsequente envolve a invasdo dos tecidos adjacentes e
disseminacdo das células tumorais. Este estdgio € marcado por uma série de
alteracdes bioquimicas e estruturais do microambiente da célula tumoral. Um
mecanismo muito comum na oncogénese, diz respeito as mudancgas na expressao
de glicoproteinas de superficie celular responsaveis por manter a adesao
intercelular, especialmente as integrinas e as moléculas do complexo caderinas-
cateninas. Alteracdes nestas moléculas diminuem a adesdo entre as células e
facilitam o desprendimento do tumor primario e invasdo dos tecidos vizinhos
(JAKOBISIAK; LASEK; GOLAB, 2003; PONTES JUNIOR, 20009).

Para migrar através do tecido conjuntivo e atravessar a membrana basal até
chegar a corrente circulatoria, a célula devera secretar enzimas proteoliticas e
colagenases, que desintegram as membranas extracelular e basal, permitindo
passagem da célula metastatica para a corrente circulatéria. Ao adentrar nos vasos,
as células tumorais deverdo manter-se viaveis na corrente sanguinea, onde séo
alvos dos mecanismos de defesa proprios do sistema imune (WARD, 2002;
PIACENTINI, 2012).

Algumas células tumorais séo capazes de se aderir as plaquetas circulantes,
este mecanismo as esconde do sistema imunoldgico, além de prover um rico
suprimento de fatores de crescimento que ajudardo na sobrevida delas na

circulacdo. Subsequentemente, as células neoplasicas ficardo retidas nos leitos
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capilares de o6rgéos distantes, as plaguetas podem formar pequenos trombos que
ocluem aqueles pequenos vasos sanguineos, dando origem a focos metastéaticos
(WARD, 2002; PIACENTINI, 2012).

Além da via hematogénica, as neoplasias malignas também podem se
disseminar através da corrente linfética, caracteristica dos carcinomas, ou através da
disseminagdo transcavitaria na qual ocorre a invasao das cavidades corporais
naturais (STRICKER; KUMAR, 2008).

2.4.1 Influéncia da cascata inflamatéria na carcinogénese

Além dos agentes oncogénicos ja conhecidos e referendados, hoje se discute
a participacao de outros mecanismos no processo de carcinogénese, como € 0 caso
da influencia da resposta inflamatéria no desenvolvimento e progressdo tumoral
(PINHO, 2005b).

A inflamacao é uma resposta protetora cujo objetivo final € livrar o organismo
da causa inicial da lesao celular e das consequéncias dessa leséo. A capacidade de
gerar uma inflamacéo é fundamental para sobrevivéncia e consiste na primeira linha
de defesa do organismo (SILVA; CARVALHO, 2004).

Para cumprir o seu papel na defesa celular, os componentes do sistema
imune liberam mediadores que, se por um lado sédo capazes de destruir 0 agente
agressor, por outro podem induzir mutacdo que originard uma célula cancerigena,
além de favorecer a proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo das células tumorais
(WILSON; GEORGE, 2013).

As células tumorais e do microambiente tumoral respondem a hipdxia e a
necrose tumoral, secundaria a proliferacdo excessiva de células de tumor, liberando
inUmeros fatores de crescimento e varias citocinas quimiotaticas capazes de recrutar
leucdcitos (especialmente mondcitos e macrofagos) para o local da lesdo. Estes
leucdcitos sdo capazes de produzir um conjunto variado de citocinas, mediadores
citotoxicos incluindo as espécies reativas de oxigénio, serina e cisteina proteases, as
metaloproteinases de matriz (MMPs) e mediadores da morte celular, tais como fator
de necrose tumoral a (TNF-a), interleucinas (IL) e interferons (IFNs) (COUSSENS;
WERB, 2002; EIRO; VIZOSO, 2012).
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A infiltracdo leucocitaria € considerada uma manifestagdo intrinseca do
sistema imune contra o desenvolvimento do tumor. Efetivamente, os leucdcitos
podem representar até 50% do total da massa do tumor em carcinomas da mama
invasivos. Entretanto, evidéncias indicam que este evento favoreca a formacéo de
um microambiente favoravel ao desenvolvimento tumoral, uma vez que facilita a
instabilidade gendmica, promovem angiogénese e favorecem a proliferacédo e a
invasividade das células cancerigenas (PRESCOTT; FITZPATRICK, 2000; EIRO;
VIZOSO0, 2012).

Além disso, a interacdo das células de tumor com os macréfagos conduz a
liberacdo de uma série de potentes fatores de crescimento angiogénicos e
linfangiogénicos, citocinas, proteases, quimiocinas, fatores de crescimento e
motilidade, tais como a IL-8 e fator de crescimento de fibroblastos, os quais,
promovem o recrutamento de células inflamatérias adicionais. Os macrofagos
associados ao tumor também produzem IL-10 que impede a acao antitumoral das
células T citotéxicas (COUSSENS; WERB, 2002; MARQUES, 2013).

Vale assinalar que as células mononucleares inflamatérias sdo responsaveis
pela maior parte da ciclooxigenase-2 (COX-2) presente no microambiente tumoral. E
também pela presenca da COX-2 e consequente producao de prostaglandinas, que
0 microambiente tumoral torna-se favoravel a proliferacédo e viabilidade das células
cancerigenas, como também a formacéo de novos vasos sanguineos (COUSSENS;
WERB, 2002; MARQUES, 2013).

Est4 claro que muitos mediadores inflamatérios sdo expressos em varios
canceres e mediam a sua progressao, consequentemente, agentes que inibem
esses mediadores e/ou suas vias de ativacdo sdo alvos em potencial para
intervencdes terapéuticas na prevencdo e no tratamento do céancer. Muitas
evidéncias indicam que a baixa expressdo das ciclooxigenases (COX-1 E COX-2)
representa uma importante estratégia para o controle do cancer (EIRO; VIZOSO,
2012).

Inibidores de COX (por exemplo, antiinflamatérios ndo esteroidais - AINES)
sdo quimioprotetores; também foi observado que a oncogénese é inibida em
camundongos que nao expressam a COX-2. Apesar do aparecimento de efeitos
colaterais induzidos por estas substancias (por exemplo, Ulceras provocadas por
inibidores da COX-1 ou complica¢des cardiovasculares induzidas por inibidores da

COX-2) ter diminuido o entusiasmo e 0 emprego destes farmacos na
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quimioprevencdo do cancer, moléculas que apresentem a capacidade de inibir a
COX ainda estdo sendo estudadas e empregadas em associacdo a agentes
citotéxicos. E importante assinalar que muitos desses novos agentes em estudo s&o
procedentes de fontes vegetais. (SUBBARAMAIAH et al., 1998; MASFERRER et al.,
2000; EIRO; VIZOSO, 2012).

2.5. Angiogénese

O processo de carcinogénese ocorre através de uma sequéncia de acles
celulares que envolvem mutacbes e modificacbes epigenéticas em genes
especificos que controlam o ciclo celular e que conduzem a transformacdo de uma
célula normal em uma célula tumoral; esta célula modificada apresentard um
descontrole proliferativo em relacdo as demais, tornando-se insensivel aos estimulos
apoptoticos. Contudo, o tumor ndo pode se desenvolver para além do tamanho de 1-
2 mm de didmetro, sem a inducdo da angiogénese, que fornecerd o suprimento
sanguineo necessario ao crescimento sustentado do tecido tumoral (JAKOBISIAK;
LASEK; GOLAB, 2003).

A palavra angiogénese foi mencionada pela primeira vez por Hertig em 1935,
e seu mecanismo foi desvendado por Folkman ao estudar a angiogénese tumoral.
Trata-se de um processo complexo de mdltiplas etapas que conduz a formacado de
Novos vasos sanguineos a partir de capilares preexistentes. Sua ocorréncia €
essencial em varios processos fisiolégicos, tais como: crescimento e
desenvolvimento de 6rgdos, crescimento capilar, ciclo reprodutivo e cicatrizacdo de
ferimentos. Por outro lado, também pode contribuir para o desenvolvimento de
diversos processos patologicos, como a artrite reumatoide, retinopatia diabética,
progressdo tumoral e formacdo de metastase (GONZALEZ et al., 2000; GUPTA;
ZHANG, 2005; DAMICO, 2007).

S8o0 dois o0s processos envolvidos na neovascularizagdo, a saber,
vasculogénese e angiogénese. Enquanto na angiogénese 0s novos capilares
surgem de vasos pré-existentes; na vasculogénese, 0s vasos se originam da
diferenciacéo de células endoteliais a partir de um progenitor comum, o angioblasto.

Ainda no saco vitelino, hemangioblastos formam agregados que irdo desenvolver
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precursores de células hematopoiéticas e outros irdo se diferenciar em células
endoteliais. No embrido, vasos sanguineos sao formados por ambos 0s processos
vasculogénese e angiogénese. Ja no adulto, a formacao de novos vasos sanguineos
s6 é obsevada em certas condicdes fisioldgicas, e ocorre principalmente através da
angiogénese (CARMELIET, 2000; VAILHE; VITTET; FEIGE; 2001; BERNARDINI et
al., 2003).

O surgimento de novos vasos sanguineos é regulado através de um delicado
equilibrio entre moléculas sinalizadoras de natureza pré e anti angiogénica. Em
tecidos normais, a taxa de crescimento dos vasos sanguineos € reduzida ao minimo
através do equilibrio destes fatores. Fatores angiogénicos estdo representados
principalmente por polipeptidios que induzem um ou todos 0s passos do processo
angiogénico, agem através da interacdo com receptores especificos nas células
endoteliais e / ou recrutamento e ativacdo de células, como macréfagos, que por sua
vez podem produzir fatores angiogénicos (BERNARDINI et al., 2003; USHIO-FUKAI,
2006).

Estudos realizados indicaram o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) como o principal mediador do inicio do processo de angiogénese, esta
citosina € capaz de induzir vasodilatacao via producéo de oxido nitrico (NO), como
também de aumentar a permeabilidade das células endoteliais, ou mesmo estimular
a proliferacao, sobrevivéncia, migracao e diferenciacao destas células. O receptor de
VEGF é expresso quase exclusivamente pelas células endoteliais (DUARTE; FILHO;
SCHMITT, 2007; CAPP et al., 2009).

Entretanto, hoje, sabemos que além dos membros da familia VEGF (VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e o fator de crescimento placentario - PLGF), existem
varios outros mediadores capazes de induzir a neovascularizacdo. Pesquisas
utilizando o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) demonstraram que,
além de uma elevada acdo oncogénica, esta proteina apresentava uma grande
capacidade de estimular o processo de angiogénese (DIAS et al.,, 2002; PINHO,
2005b).

Pesquisas sugerem que o bFGF estimula mitose nas células vasculares
endoteliais através de um mecanismo que envolve a formacao intracelular de acido
araquidénico e a formacgdo de eicosanoides. FGFb ndo é um mitdégeno endotelial
especifico, mas também atua sobre fibroblastos, células musculares lisas e

neurénios. Do mesmo modo que a familia FGF, outros fatores ndo especificos para
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0 sistema vascular estdo envolvidos nos processos de vascularizagdo, como
membros das familias PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas e de
fatores de transcricdo. Ainda estéo incluidos entre os fatores angiogénicos: a familia
da angiopoietina (Ang-1, Ang-2, Ang-3 e Ang-4) e a ciclooxigenase-2 (COX-2) (DIAS
et al., 2002; PINHO, 2005b).

Os fatores angiogénicos atuam de modo integrado, sendo controlados a partir
de receptores de membrana. Os receptores de VEGFs — designados atualmente
como VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR ou Flk-1) e VEGFR-3 (Flt-4) — e os de Angs
(Tiel, Tie2, Tie3 e Tied), estdo relacionados a atividade da enzima tirosina quinase,
uma classe que forma dimeros em resposta a ligacado dos sinais angiogénicos. Os
guatro subtipos de Angiopoetinas ligam-se primariamente ao receptor Tie2; observa-
se que os ligantes Angl e Ang4 sao agonistas do receptor Tie2, enquanto Ang2 e a
Ang3 agem como antagonistas competitivos. As ligagdes entre Angl e o receptor
Tie2 promove a compactacdo dos brotos neovasculares nascentes, através das
moléculas de ligacdo, provoca a interacdo entre as células endoteliais (CEn) das
paredes como um adesivo de proteinas e facilita a contracao de pericitos. O receptor
VEGFR-2 parece mediar a maior parte das respostas angiogénicas do VEGF-A -
inicializagdo da tubulogénese, sobrevivéncia, alongamento e permeabilidade de
vasos sanguineos, enquanto o VEGFR-1 exerceria uma a¢do antagonista, ligando-
se ao VEGF-A, sem efetivar qualquer resposta positiva sobre a vascularizacao
(DIAS et al.,2002; DIAS, 2005; LORIER; TOURINO; KALIL, 2011).

Subsequente a ativacdo das células endoteliais por um estimulo pro
angiogénico, 0os novos vasos sdo formados por meio de uma série de eventos
morfologicos e bioquimicos complexos, que envolvem diferentes etapas (Figura 2.7).
Como consequéncia, verificam-se eventos como a degradacdo da membrana basal,
remodelamento da matriz extracelular; onde as acdes de proteases secretadas pelas
células endoteliais promovem modificagcdes importantes nos mecanismos de adesao
celular, que culminam em migracéo e proliferacédo das células endoteliais e formacao
do tubo capilar endotelial (CASTRO, 2012; USHIO-FUKAI, 2006; DIAS et al., 2002).
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TGF- — TGF-BR

FIGURA 2.7 — Esquema representativo dos processos de vasculogénese e angiogénese. (Fonte:
sistemanervoso.com, 2005).

Posteriormente a identificacdo destes agentes considerados angiogénicos,
foram detectadas inUmeras proteinas capazes de exercer acdo oposta, ou seja, inibir
a angiogénese, entre elas angiostatina, endostatina, trombospondinas (TSPs)-1 e 2,
vasoibina-1 e inibidores da COX-2. A angiostatina € um fragmento interno do
plasminogénio, produzido por uma clivagem catalitica. Trata-se de um potente
inibidor da angiogénese, capaz de aumentar os niveis de apoptose das células
tumorais. Sua capacidade de provocar regressdo tumoral é potenciada com
radioterapia concomitante. A endostatina € um produto da clivagem proteolitica do
colageno tipo XVIII, capaz de interagir com varias moléculas da superficie celular.
Endostatina leva a regressdo do tumor primitivo, enquanto mantém as metastases
em laténcia. TSPs-1 e 2 sdo proteinas pleiotropicas envolvidas na cicatrizagdo de

feridas, na progressao do tumor, na remodelacdo de tecidos e na regulacdo da
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angiogénese. O efeito antiangiogénico das TSPs também parece estar relacionado
com os seus efeitos sobre a migracdo e a apoptose em células endoteliais, bem
como seu efeito sobre a expressao e biodisponibilidade de VEGF (FOLKMAN, 1995;
GRACA et al., 2004).

A expressdo de TSP1 est4 correlacionada positivamente com a expresséo de
p53 em alguns tipos de tumor. Vasoibina 1 (VASH1) é um inibidor endogeno da
angiogénese, que foi originalmente identificado como um gene de VEGF-indutivel
em células endoteliais. Em ratinhos, a supressdo genética deste fator resulta num
aumento do crescimento tumoral, sugerindo que VASH1 enddgeno participa na
inibicdo do tumor. A administracdo exogena de VASH1 inibe germinacéo
angiogénese e melhora a eficacia da quimioterapia, iniciando a maturacdo dos
restantes vasos tumorais (FOLKMAN, 1995; GRACA et al., 2004; PINHO, 2005b;
HOFF; MACHADO, 2012).

A descoberta de inibidores da angiogénese veio colocar a hipétese da sua
utilizacdo como arma terapéutica contra varias doencas, especialmente contra o
cancer, considerando a potencial capacidade que estes fatores possuem de parar ou
diminuir o crescimento do tumor ou a formacdo de metastases. Além disso, 0s
resultados sobre a acdo moduladora da angiogénese, obtidos a partir de principios
naturais, ampliam os horizontes dos tratamentos e as perspectivas de obtencao de
novas moléculas bioativas com atividade antiangiogénica (PINHO, 2005b;
MACHADO, 2012;).

2.6 Radicais livres e Antioxidantes naturais

Existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre os efeitos dos radicais livres no organismo.
Esses radicais livres sdo, normalmente, gerados a partir do metabolismo orgéanico.
As moléculas organicas, inorganicas e os atomos que contém um ou mais elétrons
nao emparelhados, podem ser classificados como radicais livres. Essa configuragéo
torna estas moléculas altamente instaveis, muito reativas e com meia-vida
curtissima. Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos

atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados, respectivamente, espécies
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reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; VEDANA, 2008).

Os seres humanos dependem da oxidacao biolégica como fonte de energia
para a sobrevivéncia. A oxidacdo € um processo metabdlico que gera energia para o
desenvolvimento da funcdo das células. No nosso organismo, 95% do oxigénio
consumido sdo reduzidos a agua e 5% sdo convertidos em espécies reativas do
oxigénio (ERO). Ja as espécies reativas do nitrogénio (ERN) sdo provenientes do
metabolismo do 6xido nitrico (NO) (BOUEIZ; HASSOUN, 2009; CONDESSA, 2011;
DROGE, 2002).

Os radicais livres desempenham funcdes fisiolégicas importantes, que
incluem: a regulacdo do tbnus vascular, atuacdo com sensores da tensdo de
oxigénio, regulacdo das funcbes que controlam a concentracdo de oxigénio, o
aumento da transducé&o de sinal de receptores de membrana, incluindo o receptor de
antigeno de linfocitos, detoxificacdo e respostas ao estresse oxidativo garantindo a
manutencdo da homeostase dos mecanismos de oxirreduc¢do. Contudo, quando
produzidas em excesso podem romper ligacfes covalentes prejudicando assim o
DNA, proteinas e organelas celulares. Esse stress oxidativo € um dos responsaveis
pelo desenvolvimento de varias doencas como, aterosclerose, isquemia cardiaca e
cerebral, cancer, diabetes e doencas neurodegenerativa, reumaticas e pulmonares
(ALl et al., 2008; ALVES et al., 2010; ANIYA et al., 2002; DROGE, 2002; TAVARES;
RAMOS, 2008).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na
membrana, e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta
relacionado com o seu sitio de formacédo. A producdo das espécies reativas (ER)
ocorre como consequéncia dos diversos processos biolégicos que acontecem no
organismo, tais como a respiracdo celular (metais de transi¢cao no interior da célula e
de sistemas de transporte de elétrons), o processo de detoxificacdo (reducdo de
flavinas e tiois) e reacfes inflamatérias (resultado da atividade de oxidases,
cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases). Por outro lado, temos
também as fontes exogenas de radicais que envolvem tabaco, poluicdo do ar,
solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiacdes (BIANCHI; ANTUNES,
1999; SOARES, 2002).

O organismo humano sofre acdo constante de ERO e ERN geradas em

processos inflamatérios, por alguma disfuncdo biolégica ou proveniente dos
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alimentos ou meio ambiente. ERO’s sdo encontradas em todos os sistemas
biolégicos e se dividem em dois grupos, os radicalares (que apresentam elétrons
desemparelhados): hidroxila (HO"), superéxido (O,7), peroxila (ROQ") e alcoxila
(RO"); e os ndo radicalares: oxigénio, peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso;
gue apesar de ndo se caracterizarem como um radical livre, devido a auséncia de
elétrons desemparelhados na Ultima camada, podem ser extremamente lesivos, pois
participam da reacdo que produz a OH’, considerado o radical mais deletério ao
organismo, uma vez que a sua meia-vida muito curta dificulta sua captura pelos
agentes antioxidantes in vivo. As ERN incluem o 6xido nitrico (NO°), éxido nitroso
(N2O3), acido nitroso (HNOy), nitritos (NO3"), nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOQO")
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; DROGE, 2002; FERREIRA; MATSUBARA,
1997; VASCONCELOS,; et al., 2007).

Em sistemas biol6gicos, a membrana celular constitui um dos focos de
atuacao dos radicais livres (ERO, ERN, entre outros), os quais agem diretamente
sobre alguns componentes celulares, e desencadeiam reacdes de oxidacdo nos
acidos graxos poliinsaturados da membrana lipoproteica, denominadas de
lipoperoxidagdo. A lipoperoxidagdo afeta a integridade estrutural e funcional da
membrana celular, alterando sua fluidez e permeabilidade. Além da membrana que
envolve a célula, as membranas de organelas intracelulares, tais como mitocéndria,
reticulo endoplasmatico, nucleo, entre outras, apresentam uma estrutura bilipidica e
uma variedade de proteinas e acucares. O dano celular resulta basicamente de
ataque destas espécies reativas sobre estas macromoléculas: acucares (CHOH)n,
DNA, proteinas e lipidios (BIANCHI; ANTUNES, 1999; FERREIRA; MATSUBARA,
1997; VASCONCELOS,; et al., 2007; VENDANA. 2008).

A producdo de radicais livres € controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena (glutationa, acido
diidrolipdico, peptideos de histidina), ou serem provenientes da dieta alimentar (a-
tocoferol, B-caroteno, &cido ascorbico), Estes compostos auxiliam o organismo a
lidar com o estresse oxidativo provocado pelos radicais livres. O desequilibrio entre
moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na inducdo de danos celulares
pelos radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo. O estresse oxidativo
tem importancia crucial nos processos de envelhecimento, transformagédo e morte
celular, com consequéncias diretas em muitos processos patoldgicos, incluindo as

doencas degenerativas tais como: as cardiopatias, aterosclerose, alteracdes no
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sistema nervoso, catarata e problemas pulmonares, bem como a inducdo do cancer
(ALI; et al., 2008; BIANCHI; ANTUNES, 1999; SOUSA, et al., 2007).

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que presentes
em concentracdes baixas, quando comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidagdo do substrato (SIES; STAHL, 1995). Os
antioxidantes atuam de diversas formas impedindo a formacéo de radicais livres e
exercem uma importante funcdo no controle de algumas doencas relacionadas ao
estresse oxidativo. Seus efeitos consistem na inativacdo dos radicais livres, na
complexacdo de ions metalicos ou na reducdo dos hidroperdxidos para produtos
incapazes de formar radicais livres e produtos de decomposicdo (BIANCHI;
ANTUNES, 1999; SANTA-CECILIA et al., 2010).

Os antioxidantes sao divididos em dois sistemas, classificados como
enzimatico e ndo enzimatico. O sistema enzimético é representado, principalmente,
pelas enzimas antioxidantes: a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx). O componente antioxidante ndo enzimatico é formado
por muitas substancias que incluem a glutationa (GSH), principal composto
antioxidante intracelular, tocoferéis, ascorbato, acido urico e B-caroteno, além de
proteinas de transporte de metais de transicdo, como a transferrina (transporte do
ferro) e ceruloplasmina (transporte do cobre e oxidacédo do ferro para ser captado
pela transferrina) (VASCONCELOS et al., 2007).

A origem das substancias antioxidantes pode ser sintética ou natural. O uso
dos antioxidantes sintéticos € limitado por serem muito volateis, se decomporem
facilmente em altas temperaturas e apresentarem risco a saude quando consumidos
de forma crénica. Neste grupo estdo incluidos o Butil-hidroxianisol (BHA), o Buitil-
hidroxitolueno (BHT), o Terc-butilhidroquinona (TBHQ) e o Propil Galato (PG). Os
antioxidantes naturais podem ser extraidos de varias espécies do reino vegetais,
neste grupo destacam-se acido ascorbico (vitamina C), B-caroteno, a-tocoferol
(vitamina E) e compostos fendlicos, tais como flavonoides, acidos fendlicos,
antiocianinas e taninos. Os compostos naturais tém sido preferidos em detrimento
dos sintéticos devido a sua maior seguranga para 0 uso em humanos e animais
atrelada a sua eficacia em modular a acdo dos agentes oxidantes. Além disso,
contribuem para reduzir, significativamente as doengas cronicas e degenerativas,
inclusive estando associadas a quimioprotecdo (ANDREO; JORGE, 2006; MORAIS
et al., 2009).
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O crescente interesse na busca por novas moléculas capazes de evitar 0s
efeitos deletérios provenientes da oxidagcdo no organismo tem levado pesquisadores
a analisar detalhadamente os mecanismos de protecdo de legumes, frutas e plantas
medicinais. Esta procura por antioxidantes naturais deve-se a sua baixa toxicidade e
forte atividade em comparacgéo aos antioxidantes sintéticos. Além disso, séo uteis na
industria, para a protecdo de cosméticos, farmacos e alimentos, prevenindo a
decomposicdo oxidativa desses pela acdo da luz, temperatura e umidade.
(TAVARES; RAMOS, 2008; CONDESSA, 2011).
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3.0 METODOLOGIA

3.1. Extrato etandlico de Caesalpinia echinata Lam

O material botanico (cerne) de C. echinata foi coletado em dezembro de 2008,
no municipio de Sdo Lourenco da Mata, Pernambuco, Brasil. A exsicata deste
espécime foi submetida a um procedimento de identificacdo mediante a contribui¢éo
da botanica Marlene Barbosa, sendo o material devidamente catalogado e alocado
no herbéario Geraldo Mariz, da Universidade Federal de Pernambuco, sob o numero
de identificagdo 41.764.

Para obtencdo do extrato, apdés os devidos procedimentos de limpeza e
acondicionamento do material, o cerne triturado de C. echinata Lam. foi submetido a
maceracdo em etanol 98,2° GL, por um periodo de 72 horas, e em seguida
concentrado até a secura em rota evaporador do tipo Heizbed OB da Heidolph 30-
180°C 1300W. O material obtido foi ressuspenso em solucéo salina a 0,9%, para

posterior administracao.

3.2 Estudo da Toxicidade subcronica

Todos os procedimentos foram realizados conforme guia internacional para
teste de substancias quimicas especifico para estudo de dose repetida em roedores
(OECD, 1995).

3.2.1 Animais

Foram utilizados ratos, Rattus norvegicus var. Wistar albinos, de ambos os
sexos, adultos, com peso aproximado de 280 + 30g. Os animais foram mantidos em
gaiolas de polipropileno, em condi¢cdes controladas de iluminacdo (ciclo 12h
claro/escuro) e temperatura (22 £ 2°C). A alimentacao foi efetuada pelo fornecimento
de racdo em “pelets” e agua ad libitum.

Os ensaios foram realizados com animais previamente selecionados e
avaliados para procedimento, tendo-se como critério de exclusdo a presenca de
sinais clinicos desfavoraveis. A etapa seguinte constou da separacdo de 6 animais
por grupos de machos e fémeas em gaiolas identificadas. Os animais foram
diferenciados pela seguinte marcagao: CM= cabeca marcada; RM= rabo marcado;
LM= lombo marcado; CR= cabeca e rabo marcados; SM= sem marcacéo; CRL=

cabeca, rabo e lombo marcados.
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O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE, processo n° 23076.056746/2012.

3.2.2. Tratamento dos animais

Quarenta e oito ratos correspondendo a oito grupos (n=6/grupo) foram
tratados durante 28 dias consecutivos por via oral com o extrato etandlico (EE) de C.
echinata, veiculado em solucédo salina 0,9% e propilenoglicol, nas doses de 75; 150
e 300 mg/Kg (grupo tratado). Ao grupo controle foi administrado o veiculo utilizado
na dissolugdo do extrato (soro fisioldgico 0,9% e propilenoglicol). As doses utilizadas
neste protocolo foram respectivamente 3,75%, 7,5% e 15% da DLsy previamente
determinada.

Todos os animais foram pesados diariamente. As medi¢des do consumo de
alimento foram realizadas uma vez ao dia. Ao final do tratamento, os animais foram
submetidos a jejum de 12h e anestesiados com associacado de ketamina/xilazina, por
via intramuscular na dose de 1 mg/kg. Em seguida, procedeu-se a coleta de sangue
por puncéo cardiaca (WEISS, et al., 2000). O conteudo foi separado em dois tipos de
tubo: um com EDTA (parametros hematologicos) e o outro sem anticoagulante

(parametros bioguimicos).

3.2.3 Parametros Biogquimicos

Para analise bioquimica, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm durante 10
minutos para obtencdo do soro e em seguida determinados os parametros: glicose,
uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
colesterol total e triglicerideos. Os ensaios foram realizados em analisador semi

automatico Bioplus Bio-200 com kits da Labtest®.

3.2.4 Parametros Hematoldgicos

Os parametros eritrocitos, leucdcitos, plaquetas, hemoglobina, hematdcritos e
os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foram determinados através do analisador automatico de células
hematolégicas ABX Micros 60. A contagem diferencial de leucécitos foi realizada
pelo método de May-Grunwald-Giemsa, em cada caso, 100 células foram contadas.

As andlises bioquimicas e hematolédgicas foram realizadas em parceria com o
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Dr. Samuel Daniel S. Filho, Professor do Departamento de andlises Clinicas da
UFPE.

3.2.5 Anadlise histopatoldgica

Apés a eutanasia, foi realizada a analise macroscopica dos 6rgaos. Em
seguida foram retiradas amostras de figado, pulméo, coracédo, rim, baco, intestino,
estdbmago, testiculo e cérebro dos animais para exame histopatolégico. As amostras
foram fixadas em formol tamponado 10% por 24h, e posteriormente embutidas em
blocos de parafina, seccionadas a 5um, corados com hematoxilina e eosina, e
observadas em microscopia 6ptica (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983; TIMM, 2005).

A principal finalidade da analise histopatolégica foi avaliar a integridade
tecidual dos 6rgaos extirpados. Dentre os principais parametros investigados estéo
lesBes celulares reversiveis (degeneracfes) e irreversiveis (necrose e apoptose),
infiltracdo de leucécitos, congestdo, extravasamento de sangue e fibrose (CUNHA,
et al., 2009).

A andlise histopatologica foi realizada em parceria com o Dr. Fernando
Leandro dos Santos, Professor do Departamento de Medicina Veterinaria da
UFRPE.

3.2.6. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos através de média = desvio padréo (Média +
DP). O tratamento estatistico foi realizado através da analise de variancia (ANOVA)
de uma via, seguida pelo teste de comparacédo multipla de Bonferroni, com software
validado (GraphPad Prism5.0®). Considerou-se um nivel de significancia de 95%.

As andlises estatisticas foram realizadas em parceria com o Dr. George
Chaves Jimenez, professor do Departamento de Morfologia e Fisiologia animal da
UFRPE.

3.3. Atividade antioxidante do radical livre DPPH
A atividade antioxidante foi determinada através de reacdes de sequestro do
radical estavel DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazile), por componentes moleculares

presentes no extrato de C. echinata conforme metodologia sugerida por Blois (1958).
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Foi preparada uma solucdo metanélica de DPPH" a 20 mg/mL, de forma a
apresentar absorbancia em 517 nm entre 0,6 e 0,7. Uma aliquota de 250 pL, desta
solucéo foi misturada com 40 pL das diferentes concentracdes dos extratos. Trinta
minutos depois, a absorbancia foi avaliada em 517 nm. O Acido Galico foi usado
como composto de referéncia para este ensaio; as andlises foram realizadas em

triplicatas.

3.4. Andlise do sequestro do 6xido nitrico (NO) in vitro

O o6xido Nitrico foi gerado a partir nitroprussiato de sodio e quantificado pela
reacdo de Greiss segundo metodologia descrita em Marcocci, Maguire e Droy
(1994). O Nitroprussiato de so6dio em solucdo aquosa pH 7,4, gera espontaneamente
oxido nitrico, que por sua vez interage com o oxigénio para formar ions nitrito, os
quais podem ser aferidos utilizando o reagente de Greiss. Os extratores moleculares
do oxido nitrico competem com oxigénio reduzindo a producao de ions nitrito. Para o
experimento, nitroprussiato de sédio (10 mM) em tampéo fosfato (PBS - pH 7.4) foi
acrescentado a diferentes preparacfes nas concentracdes de 10, 25, 50, 100 e
200pg/mL do extrato de C. echinata, sendo ambas colocadas sob incubacédo a 25° C
por 150 min. Em seguida, 0,5 mL do reagente Griess (1% sulfanilamida, 2% H3PO,4 e
0.1% Dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina) foi adicionado a cada amostra. A
absorbancia do croméforo formado foi lida em 540 nm, sendo o Acido Galico usado
como controle positivo.

Os resultados foram expressos em termos de concentragdo inibitéria minima
(Ic), sendo o percentual de inibicdo estabelecido pela expressao ly, = [(Ac — As) Ac] .
100 onde A € o valor da absorbancia do controle, As a absorbancia em presenca do
extrato. Uma relagéo foi estabelecida entre as concentracdes do extrato e o valor de
Ic por analise de regressdo, mediante planilha estatistica do programa Grafic Pad da
Prism versao 5.0.

As andlises da atividade antioxidante do radical livre DPPH e andlise do
sequestro do 6xido nitrico (NO) in vitro foram realizadas em parceria com o Dr. Luis
Claudio Nascimento da Silva, tutor dos laboratorios de analise clinicas da Faculdade
Pernambucana de Saude (FPS).
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3.5 Atividade Antiangiogénica

A capacidade de inibicdo da angiogénese mediada pelo extrato de C.
echinata foi avaliada empregando-se o modelo de angiogénese inflamatéria em
cornea de ratos, segundo metodologia descrita no trabalho de Fechine-Jamacaru,
Fechine Junior e Moraes Filho (2005), embora adaptando-se a metodologia para
ratos wistar.

A andlise da atividade antiangiogénica foi realizada em parceria com o Dr.
George Chaves Jimenez e do Dr. Fabricio Bezerra de S&, Professores do

Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE.

3.5.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus), machos, adultos.
Os animais ficaram mantidos em gaiolas de polipropileno, em condi¢des controladas
de iluminacgéo (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (22 = 2°C). A alimentacéo foi
efetuada pelo fornecimento de ragdo em “pelets” e agua ad libitum. Para a formagao
dos grupos experimentais, 0s animais passaram por um periodo de aclimatacéo de
cinco dias e em seguida, submetidos a uma avaliacdo clinica, tendo-se como critério
de exclusdo a presenca de sinais clinicos e de reacdes oftdlmicas desfavoraveis,
posteriormente foram subdividos em dois grupos, um tratado (n=9) e outro controle
(n=8).

3.5.2 Tratamento dos animais

Para a realizagcdo do protocolo experimental, os ratos foram previamente
anestesiados com a associacao de Ketamina (50mg/Kg) e xilazina (20mg/Kg) (im),
complementada no momento da manipulacdo dos animais com a instilacdo, no saco
conjuntival, com 2 gotas do anestésico topico cloridrato de proximetacaina 0,5%
(FIOCRUZ, 2008; KOHN et al., 1997).

Uma vez anestesiados, cada animal foi submetido a um procedimento de
afastamento das palpebras, expondo quase toda a superficie da cérnea e a regiédo
limbar superior. Assim, cada um recebeu cauterizacdo pontual na periferia superior
da cornea direita, com o auxilio de um microscopio cirurgico com aumento de 16
vezes. Para tanto, foi utilizada uma peca circular de papel filtro com 3 mm de
didmetro, previamente embebida em uma solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) 1M

por 1 minuto. A peca de papel filtro foi entdo posicionada a aproximadamente 1 mm
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do limbo cérneo-conjuntival, ai permaneceu por 30s. Logo apés, o olho foi irrigado
com 10 ml de solucéo salina a 0,9%, para remocdo do excesso de NaOH. Tal
técnica resultou em um sitio de cauterizagéo circular, homogéneo e de bordas bem
definidas, com cerca de 3,5 mm de diametro (FECHINE-JAMACARU; FECHINE
JUNIOR; MORAES FILHO, 2005).

Ap6s um periodo de 18 horas, os animais do grupo tratado receberam em
dose Unica, tratamento especifico de 10 pL de solucdo de extrato alcodlico mais
Tween 80, numa concentracdo final de 100 mg/mL. Os animais do grupo controle
receberam 10 pL de solucdo salina. Apdés 18 dias, todos foram anestesiados
seguindo-se o protocolo acima descrito, e mediante o acoplamento de camara digital
a ocular do microscopio cirargico foram obtidas imagens da regido ocular tratada, e
considerou-se um aumento de magnificacdo de 16X.

As imagens foram transferidas para um banco de dados informatizado, sendo
disponibilizadas no Paint da Microsoft para ampliacdo das imagens e avaliacdo da
densidade de vasos numa area circular disposta frontalmente em relacdo a pupila.
O célculo da extenséo de superficie A foi efetuado pela relacdo A = 4/3mr®, onde r é

0 raio.

3.6. Teste MTT

A cultura celular escolhida para os testes de citotoxicidade (teste MTT) e
avaliacdo do efeito protetor contra os danos causados pelo H,O,, foi a linhagem
celular Vero (ATCC CCL 81), uma cultura celular fibroblastica estabelecida a partir
de células renais de macaco verde africano Cercopithecus aethiops.

A acéo citotoxica do extrato etandlico de C. echinata foi investigada atraves
do ensaio colorimétrico com sal de tetrazolio [3-(4,5- dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil
brometo de tetrazolium] (MTT; Sigma-Aldrich). Esse ensaio objetivou quantificar a
reducdo dos sais amarelos de tetrazolio a um composto denominado formazan, por
redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas.

Células Vero (1x10°/mL) foram incubadas em placa de 96 pocos em
quadruplicata por 24 horas. Apos este periodo foram tratadas com o extrato (10, 25,
50, 100, 200 pg/mL) por 24 horas. Ao final da incubacdo, o meio foi removido e a
solugdo de MTT (5mg/mL em RPMI) foi adicionada em todas as cavidades das
placas, e essas foram incubadas a 37°C por 3 h. Apds incubacéo, o meio com o

MTT foi removido e em seguida adicionou-se DMSO para solubilizar o formazan
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produzido dentro da célula. A densidade Optica (OD) foi mensurada a 595 nm em um
leitor de microplacas (Benchmark plus, Bio-Rad, Califérnia, EUA). A viabilidade
celular foi calculada em comparacédo ao OD obtido pelas células do grupo controle,

consideradas com 100%.

3.7. Efeito protetor contra os danos causados pelo peréxido de
Hidrogénio (H.0,)

Células Vero (1x10°/mL) foram incubadas em placa de 96 pocos em
quadruplicata por 24 horas. E foram entdo tratadas com o extrato (10, 25, 50, 100,
200 pg/mL) por 30 minutos e subsequentemente com H,O, (1 mM) por 24 horas. Ao
final da incubacgéo, o meio foi removido e a solugédo de MTT (5mg/mL em RPMI) foi
adicionada em todas as cavidades das placas, e essas foram incubadas a 37°C por
3 h. Apés incubacdo, o meio com o MTT foi removido e em seguida adicionou-se
DMSO para solubilizar o formazan produzido dentro da célula. . A densidade O6ptica
(OD) foi mensurada a 595 nm em um leitor de microplacas (Benchmark plus, Bio-
Rad, Califérnia, EUA). A viabilidade celular foi calculada em comparacdo ao OD

obtido pelas células do grupo controle, consideradas com 100%.

3.8. Atividade de inibi¢cdo tumoral

3.8.1. Linhagem tumoral

Foi utilizado o Carcinoma de Ehrlich, um adenocarcinoma mamario
transplantavel de camundongo fémea. Este se apresenta sob duas formas: a
ascitica, obtida através da inoculacdo de suspensdo de células tumorais do
peritdbnio, e a forma solida, através da inoculacdo dessa mesma suspensdo no
subcutaneo dos camundongos.

O carcinoma de Ehrlich (CE), introduzido por Paul Ehrlich em 1896, e descrito
e~~m 1906, trata-se de uma neoplasia experimental transplantavel de origem
epitelial maligna, espécie-especifica e corresponde ao adenocarcinoma mamario do
camundongo fémea. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a
forma solida, sendo transplantado em animais da mesma espécie. Somente em
1932, com Lowenthal e Jahn, foi convertido para forma ascitica, através da
passagem seriada de fluido ascitico de animais inoculados intraperitonealmente com
células tumorais (DAGLI, 1989).
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Este tumor tem sido referido como um carcinoma indiferenciado,
hiperdiploide, com alta capacidade para transplante, ndo regressivo, de rapida
proliferacdo, 100% de malignidade e que também ndo apresentam antigenos de
transplante especificos de tumor (TSTA), que sdo antigenos proprios de células
tumorais e ndo sdo expressados em ceélulas normais, normalmente responsaveis
pela rejeicdo do tumor (OZASLAN et al., 2011).

CE é um dos tipos de cancer mais extensamente utilizados para
experimentacdo, além das caracteristicas favoraveis que o tornaram um dos
primeiros tumores transplantaveis conhecido, esta linhagem se assemelha a
tumores humanos, que sao 0s mais sensiveis a quimioterapia, devido ao fato de que
eles sdo indiferenciadas e tém uma taxa de crescimento rapido (DAGLI, 1989;
OZASLAN et al., 2011).

As células do tumor de Ehrlich foram mantidas in vivo por repiques semanais
em camundongos, através da inoculagdo de 0,5-1mL de ascite por via intraperitoneal
(ip), que continha em média 10° células/mL. Os inéculos foram obtidos por puncédo

do fluido ascitico

3.8.2 Contagem e viabilidade das células tumorais

Para a contagem de células tumorais foi coletado 1mL do fluido ascitico da
cavidade peritoneal dos animais com tumor ascitico de Ehrlich. Esta solucdo foi
centrifugada durante 5 minutos a 1500 rotacdes/minuto. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado que continha células tumorais foi lavado trés vezes com
ringer lactato e novamente centrifugada. Apds a ultima lavagem acrescentou-se ao
precipitado 1mL de ringer lactato tamponado e BSA (albumina sérica bovina) na
razdo de 10% em relacdo ao volume total. Desta suspensao foram retirados 20uL
que foram diluidos 200 vezes com solugdo de Azul de Trypan a 0,025% (DAGLI,
1989).

As células coradas em azul, por apresentarem lesées de membrana celular
ou incapacidade de regular seu conteudo intracelular, foram consideradas inviaveis.
As células translucidas (ndo coradas) foram consideradas viaveis. O numero de
células tumorais foi obtido mediante metodologia descrita por Peres e Curi (2005) e
Dagli (1989), ou seja, através de contagem direta na camara de Neubauer, usando
objetiva de 10X. Foram contadas as células viaveis nos quatro quadrantes externos

da camara. O nuamero de células contadas € igual a soma de células dos quatro
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guadrantes externos superiores e dos quatro inferiores dividido por dois. O n° de
células por mL foi obtido usando a formula:

N° células/mL = (n° células contadas X diluicdo X 104) + 4

O total de células foi expresso em numeros de células tumorais/mL
(GUERRA, 1983).

O percentual de viabilidade celular foi obtido com a férmula:

Percentual de viabilidade celular = (total de células viaveis + total de células

viaveis + total de células nado viaveis) x 100

3.8.3 Tratamento das células

Nos estudos in vitro foram utilizadas células asciticas do tumor de Ehrlich,
acondicionadas em tubos de falcon na concentracdo de 2x10° cels/mL/tubo e
mantidas durante 1 hora em solucéo fisioldgica de ringer lactato (pH 7,2) e BSA
(10%), mais estimulo quimico derivado da presenca do extrato alcodlico de C.
echinata. Considerou-se diferentes ensaios com diferentes concentracdes do extrato
alcoodlico, a saber: 50 / 25 / 12,5 / 6,25 / 3,125 mg/mL. As amostras foram
comparadas com a preparacdo controle que continha células tumorais em solucdo
fisiologica, mas livre de estimulacdo quimica; assim como de um controle positivo
onde as células tumorais, em solucdo fisiolégica, receberam metotrexato na

concentracdo de 0,5 mg/mL.

T

Controle Controle
+MTX
FIGURA 3.1 — Esquema de tratamentos das células do carcinoma ascitico de Ehrlich.

»
»

Tratados

Apos 1 hora de estimulo quimico foi avaliada a viabilidade celular em todas as

preparacoes.



73

3.8.4 Avaliagéo in vivo

3.8.4.1 Animais
Foram utilizados 30 camundongos albinos Swiss (Mus musculus), adultos,
fémeas, com peso igual a 30 + 5 g. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno, 6 por grupo, sob condigbes controladas de iluminagé&o (ciclo 12 horas

claro/escuro) e temperatura (22 + 2° C), e livre acesso a agua e alimento.

3.8.4.2 Inoculacao das células tumorais
Os animais foram pesados e em seguida receberam 0,4 mL de suspensao
com 2,65 x 10° células tumorais vidveis, previamente tratadas com o extrato,
diretamente no tecido subcutdneo da regido axilar direita. No 21° dia os animais
foram eutanasiados, mediante aplicacdo de cloridrato de xilazina (100mg/kg) e
cloridrato de cetamina (100mg/kg), segundo metodologia descrita em Fiocruz.
(2008).

3.8.4.3 Acompanhamento dos animais
Os animais foram acompanhados durante 21 dias de acordo com o0s
seguintes parametros:
a) Avaliacao clinica das condicfes gerais do animal,
b) Variacdo da massa corporal (pesagem diéria),
c) Crescimento tumoral, através da medicdo dos diametros da superficie de

projecdo externa do tumor na altura da superficie do corpo (Figura 3.2).

d;
J\—
“ L7

FIGURA 3.2 — llustracdo do esquema de medicdo dos didmetros do tumor.

O volume tumoral foi estimado diariamente, considerando-se o tumor como o
formato semelhante a um elipsoide, mediante a formula: V= 4/6 x T x d1 x d2 x d3,

Onde: d1, d2 e d3 séo os diametros do tumor.
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Ao final do vigésimo primeiro dia, os animais foram submetidos a um jejum de
12h e anestesiados com cetamina (12 mg/kg de peso) e xilazina (4 mg/kg de peso).
Em seguida, foi realizada a coleta de sangue por rompimento do plexo retro-orbital
com auxilio de capilar de vidro (FIOCRUZ, 2008; WAYNFORTH, 1980). O conteudo
foi dividido em dois tipos de tubo: um com EDTA (parametros hematoldgicos) e o

outro sem anticoagulante (parametros bioquimicos).

3.8.4.4 Parametros Hematoldgicos
Os parametros eritrocitos, leucécitos, plaguetas, hemoglobina, hematdcritos e
os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foram determinados através do analisador automético de células
hematoldgicas Coulter STKS. A contagem diferencial de leucécitos foi realizada com
May-Grunwald-Giemsa.

3.8.4.5 Parametros Bioquimicos
Para analise bioquimica, o sangue foi centrifugado a 3500rpm durante 10
minutos para obtenc&o do soro e em seguida determinados os parametros: glicose,
uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina (ALP), bilirrubina total e

direta, proteinas totais, albumina e globulinas.

3.8.4.6 Andlise morfol6gica macroscopica

ApoOs a coleta do sangue, foi realizada a eutanasia por deslocamento cervical,
e procedeu-se a necropsia para avaliacdo da morfologia macroscopica externa dos
orgdos. Os Orgdos pulmao, figado, rins e baco foram cuidadosamente removidos,
dissecados e tiveram sua massa Umida determinada em balanca analitica.
Fragmentos destes 6rgaos foram fixados em formol 10% tamponado para exame
histopatolégico.

O tumor foi extirpado pesado e suas dimensfes medidas, em seguida foi

fixado em formol 10% tamponado para exame histopatologico.
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3.9 Avaliacdo da influéncia da cascata do &cido araquiddénico na
atividade antitumoral do extrato etandlico de C. echinata

Os camundongos foram divididos em quatro grupos (6 animais/grupo), e
receberam pré-tratameto durante quatro dias, da seguinte forma: o grupo 1 foi
tratado por via intraperitoneal com solugdo salina, os animais do grupo 2 receberam
pré-tratamento com o anti-inflamatério indometacina 10™M (3,6 mg/kg) (Liometacen®
Promedica Parma), no grupo 3, os camundongos foram pré tratados com
dexametasona 10°M (3,9 mg/kg) (Decadron® Aché) e no grupo 4 o animais também
foram pré-tratados por via intraperitoneal com solugéo salina.

No quinto dia todos receberam 0,4 ml de suspensdo contendo 2,65 x 10°
células tumorais viaveis, diretamente no tecido subcutaneo da regido axilar direita.
Apoés quarenta e oito horas da inoculacao iniciou-se o tratamento dos grupos 2,3 e 4
com extrato etandlico de C. echinata (EECe) na dose de 25mg/kg, ao animais do

grupo 1 receberam soro fisiolégico 0,9%.

3.9.1 Acompanhamento dos animais

O animais foram acompanhados durante 8 dias de acordo com os seguintes
parametros:

a) Avaliacao clinica das condi¢cbes gerais do animal

b) Variacdo da massa corporal (pesagem diaria)

c) Crescimento tumoral, através da medi¢cao dos diametros (maior A, € menor Ay)
da superficie de projecdo externa do tumor na altura da superficie do corpo
(Figura 3.2).

Ao final do oitavo dia, os animais foram submetidos a um jejum de 12h e em
seguida anestesiados com quetamina e xilazina. O sangue por rompimento do plexo
retro-orbital com auxilio de capilar de vidro (FIOCRUZ, 2008; WAYNFORTH, 1980).
O sangue foi dividido em dois tipos de tubo: um com EDTA (parametros
hematoldgicos) e o outro sem anticoagulante (parametros bioquimicos).

As analises hematolégica, bioguimica e histopatoldgica foram realizadas

conforme metodologia descrita nos itens 3.8.4.4, 3.8.4.5 e 3.8.4.6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da Toxicidade subcronica

4.1.1 Variagdo de peso corporeo em machos e fémeas de ratos Wistar

tratados com diferentes doses de EE de C. echinata

Na tabela 4.1 podem ser visualizados os valores médios e 0s respectivos
desvios padrbes do peso corpéreo de ratos machos adultos de diferentes grupos de
tratamento, com ou sem EE de C. echinata. Na figura 4.1 podem ser visualizadas as
linhas de tendéncia da variacdo temporal do peso corpdreo dos animais acima
mencionados. Os parametros de regressdo referentes as respectivas linhas de
tendéncia podem ser visualizados na tabela 4.2, considerando-se uma fungéo
matematica do tipo y = a.x + b, onde “y’ representa o peso corpéreo (g), "X’
representa o tempo (dias), “a” representa o coeficiente angular e “b” representa o
coeficiente linear. O parametro “R® representa o coeficiente de determinacdo da
funcdo, ou seja, trata-se do parametro que assinala a fidedignidade da expresséo

em descrever a relacao entre as variaveis em destaque.

TABELA 4.1 - Peso corpéreo de ratos machos (g), tratados com diferentes doses de EE de C.
echinata por 28 dias consecutivos.

Dias C T1 T2 T3
0 307+35,51 317+28,26 298+35,11 299+26,49
7 304+30,26 332+29,22 313+41,64 307+19,68
14 331+34,23 344+32,54 325+42,29 324+26,08
21 340+36,42 356+33,73 332+43,75 330£20,45
28 344+33,67 364+32,68 321+22,25 331+26,06

OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —
animais tratados com 300mg/kg.
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FIGURA 4.1 - Variagdo temporal do peso corpéreo de ratos machos adultos submetidos a diferentes
tratamentos com EE de C. echinata. C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais
tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg.

TABELA 4.2 - Parametros de regressao das linhas de tendéncia que descrevem a variacdo de peso
corporeo em ratos machos sob diferentes condi¢des de tratamento com EE C. echinata.

Parametros/Tratamentos C T1 T2 T3
a 1,57 1,69 0,93 1,24
b 303,20 319,00 304,80 300,80
R? 0,873 0,990 0,622 0,911

OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —
animais tratados com 300mg/kg. Coeficiente angular (a); coeficiente linear (b); coeficiente de
determinacéo (R?). Coeficiente angular — a; coeficiente linear — b; coeficiente de determinacao - R

Ainda tabela 4.2 observou-se que o0s coeficientes angulares variaram
conforme o tipo de tratamento aplicados. Aqui, entretanto, é importante assinalar
que o coeficiente angular representa a taxa de variagdo do peso em funcédo do
tempo, por sua vez significando que os animais apresentaram taxas de variagdo de
peso diferentes conforme o tratamento, caracterizando os impactos que o EE de C.

echinata proporcionou sobre o metabolismo destes animais, conforme a dose
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utilizada. Efetuando-se, contudo, a razédo das respectivas taxas encontradas (Figura
4.2), tomando-se como referéncia os animais do grupo controle, verificou-se que o
ganho de massa apresentado pelos animais do grupo T1 foi praticamente igual ao
ganho de massa dos animais do grupo controle, uma vez que a razdo obtida para T1
=1,08.

Observou-se observar que para a dose de 150mg/kg (grupo T2) de EE de C.
echinata causa uma redugcdo na taxa de ganho de peso da ordem de 41% em
relacdo ao grupo controle. Trata-se, portanto, de uma reducdo importante do ponto
de vista metabdlico.

E curioso o fato de que a razdo para T3 seja igual a 0,79, equivalente a um
decréscimo do ganho de massa corporea de 21%, apesar de ter sido administrada
uma dose maior em relacdo a T2. Com relacéo a este resultado, pode-se deduzir a
possibilidade de um efeito ndo necessariamente dose-dependente, provavelmente
por haver restricbes metabdlicas do organismo quanto a presenca de substratos
moleculares provenientes do EE de C. echinata, da dose empregada, que venham a
interferir em mecanismos importantes em alguma dimensdo deste mesmo processo

metabdlico.

1,2
1,076433121

0,789808917
0,8 -

0,592356688
0,6 -

0,4 -

Razao coeficientes angulares:
Tratamentos/Controle

0,2 A

C Tl T2 T3

Tratamentos

FIGURA 4.2 - Razéo entre as taxas de variacdo de peso em ratos conforme o tipo de tratamento
empregado, tomando-se como referéncia a taxa de variacdo de peso dos animais do grupo controle.
C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —
animais tratados com 300mg/kg. Coeficiente angular (a); coeficiente linear (b); coeficiente de
determinacéo (Rz).
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Na tabela 4.3 podem ser visualizados os valores de peso corpdéreo e 0s
respectivos desvios padrbes de ratas adultas sob diferentes condicbes de
tratamento com EE de C. echinata. Estes dados podem ser melhor visualizados
graficamente na figura 4.3.

Uma viséo atenta nesta figura 4.3 nos permite observar que o comportamento
das curvas que descrevem a variacdo temporal do peso corpéreo foi diferente, ou
seja; as curvas apresentaram-se decrescentes. Isto pode ser confirmado pelo sinal
do coeficiente angular negativo, como mostram o0s dados da tabela 4.4
Considerando-se o coeficiente angular das fun¢cdes matematicas obtidas como taxas
de variacdo do ganho de massa em funcao de tempo, pode ser observado que os
valores do coeficiente angular foram caracteristicos em relacdo a dose de EECe
utilizada, embora decrescentes; em outras palavras, a taxa de ganho de massa foi
afetada pelo tipo de tratamento aplicado de forma dose ndo-dependente.

Na figura 4.4 podem ser visualizadas as raz0es entre as respectivas taxas
tomando-se como referéncia os animais do grupo controle. Nesta figura pode ser
observado que nas fémeas do grupo T1 verificou-se a maior taxa de perda de massa
em relacdo aos demais tratamentos, 0 que por si s6 demonstra um comportameto
diferente em relacdo aos grupos dos machos. De certo modo, isto demonstra
diferencas importantes do ponto de vista metabdlico, uma vez que fémeas parecem
ser mais sensiveis ao tratamento efetuado com EECe, com provavel consequéncias
estruturais e operacionais sobre diferentes aspectos do metabolismo desta especie

de animal.

TABELA 4.3 - Peso corpéreo de ratas adultas (g), tratadas com diferentes doses de EE de C.
echinata por 28 dias consecutivos.

Dias C T1 T2 T3
0 247,17+12,14 248,50+33,20 232,67+18,40 273,00+7,64
7 240,92+12,70 253,17+21,62 241,50+17,32 273,50+7,56
14 246,50+15,35 240,83+25,06 235,00+24,51 260,17+9,95
21 241,42+13,42 244,33+20,95 226,20+16,53 264,33%6,56
28 252,83+17,01 230,80+17,22 226,80+17,48 263,17+7,83

OBS: C - controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —

animais tratados com 300mg/kg.
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FIGURA 4.3 - Variacdo temporal do peso corpéreo de ratas adultas submetidas a diferentes
tratamentos com EE de C. echinata. C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais
tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg.

TABELA 4.4 - Parametros de regressao das linhas de tendéncia que descrevem a variacéo de peso
corpéreo em ratas sob diferentes condi¢des de tratamento com EE C. echinata.

Parametros/Tratamentos C T1 T2 T3
a 0,169 -0,632 -0,386 -0,412
b 243,40 252,37 237,84 272,60
R? 0,148 0,681 0,458 0,567

OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —
animais tratados com 300mg/kg. Coeficiente angular (a); coeficiente linear (b); coeficiente de
determinacéo (R?). Coeficiente angular — a; coeficiente linear — b; coeficiente de determinacéo - R
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Razdo coeficiente angular
Tratamentos/ Controle
[

1

-2,284023669 -2,437869822

4 - -3,73964497
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FIGURA 4.4 - Razao entre as taxas de variacdo de peso em ratas conforme o tipo de tratamento
empregado, tomando-se como referéncia a taxa de variacdo de peso dos animais do grupo controle.
C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —
animais tratados com 300mg/kg. Coeficiente angular (a); coeficiente linear (b); coeficiente de
determinacéo (R?).

Uma razdo entre as taxas obtidas para as fémeas tratadas em relacdo aos
machos tratados, ambos com diferentes doses de EE de C. echinata pode ser
observada na figura 4.5. Nesta figura pode-se observar que o comportamento
inibitério prevalece, caracterizando um maior impacto dos tratamentos sobre as
fémeas do que em relacdo ao machos, com valores de razao inferiores a 0,5 ou seja
as taxas obtidas para as fémeas foram inferiores a 50% em relacdo as taxas de

crescimento corpéreo obtidas para os machos, no geral.
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FIGURA 4.5. - Raz&o entre as taxas de variacdo de peso em ratas conforme o tipo de tratamento
empregado, tomando-se como referéncia a taxa de variacdo de peso dos ratos sob mesma condi¢ao
de tratamento. C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg; T2 — animais tratados com
150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg. Coeficiente angular (a); coeficiente linear (b);
coeficiente de determinagéo (Rz).

Possivelmente, na composicdo destes extratos existe pelo menos uma
substancia que interfere sobre os mecanismos de atividade metabdlica dos
organismos avaliados, atuando tanto sobre o anabolismo, reduzindo-o; como no
catabolismo, aumentando o processo de conversdo molecular em energia
metabdlica; vale lembrar que grande parte dessa energia pode estar sendo perdida
na forma de calor, aumentando, portanto, a entropia do sistema.

Uma hipotese para a alteracdo do processo metabdlico dos ratos, seria em
relacdo as propriedades dos polifendis presentes no extrato em interferir no
metabolismo (LUNA et al., 2005; REZENDE et al., 2004; SILVA, 2006), seja
alterando a competéncia frente a digestibilidade dos macronutrientes, uma vez que
sdo capazes de formar complexos com proteinas e alguns minerais, evitando a sua
absorcdo; ou através da alteracdo do metabolismo celular ativando a via glicolitica
(MOON, et al. 1993) e/ou estimulando a oxidacdo lipidica (LAMARAO; FIALHO,
2009; SOHLE et al., 2009;).

YOU et al. (2005). mencionaram a capacidade da brasilina em interferir na
oxidacdo da glicose e na lipogénese. Sabe-se que esta molécula € capaz de
aumentar a atividade da fosfofrutoquinase 2 (PFK-2) além de elevar os niveis de

frutose-6-fosfato (F-6-P)/hexose-6-fosfato(H-6-P), contribuindo para a producéo de

N
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disso, a brasilina também aumenta a glicélise, uma vez que se observa elevacédo da
atividade da piruvato quinase.

A fim de analisar as variacfes de peso de forma mais detalhada, procurou-se
avaliar as variacbes de massa por periodo temporal. Na tabela 4.5 podem ser
obsevados os valores correspondentes a variacdo temporal da diferenca de peso
corporeo de ratos machos tratados com diferentes doses de EE de C. echinata por
28 dias. Estes dados podem ser melhor visualizados na figura 4.6. Nesta figura
observa-se que todos os animais, independente do tratamento apresentaram um
ganho de massa “real” descrito por uma fungdo do tipo quadratica, cujos parametros

de regresséo podem ser visualizados na tabela 4.6.

TABELA 4.5 - Variacdo temporal da diferen¢a de peso corpéreo de ratos machos (g), tratados com
diferentes doses de EE de C. echinata por 28 dias consecutivos.

Dias C T1 T2 T3
0 0 0 0 0
7 -3 15 15 9
14 27 12 7 6
21 9 12 7 6
28 4 8 -11 1

Media 9,25 11,75 5,75 8,25
Dp 12,82 2,87 11,64 6,70
z 37 47 23 33

OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —
animais tratados com 300mg/kg. Dp — Desvio padrdo. ¥ — Somatorio.
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FIGURA 4.6 - Variacdo temporal da diferenca de peso em ratos submetidos a diferentes condi¢des
de tratamento EE C. echinata. C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg; T2 — animais
tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg.

Um primeiro aspecto que pode ser chamado a atencdo € que a variacao de
ganho de peso “real” descrita por uma funcdo do tipo quadratica, admite uma
derivada de primeira ordem do tipo linear, que em outras palavras significa que em
relacdo a taxa “real”, varia, em funcdo do tempo. Sendo assim, observando-se o
valor do coeficiente “a” da fungao, pode-se verificar que independente do tratamento,
o seu valor foi negativo, significando que os gréaficos apresentavam concavidade
voltada para baixo. Um significado importante disto € que em todas as funcdes
pode-se admitir um valor maximo, que para todos os tratamentos ficou dentro de
intervalo de 11 a 16 dias, muito embora em T2 e T3 pareca ocorrer uma antecipacao
do ponto de efeito maximo em relacdo ao controle, embora este efeito tenha melhor
sido observado em T2, conforme pode-se observar na tabela 9. Apés este periodo,
para todos os tratamentos, ocorreu diminuigdo gradual do ganho “real” de massa.

O que estd caracterizado acima denuncia um importante efeito dos
tratamentos sobre a atividade metabdlica dos animais avaliados, embora este ponto
de atividade maxima néo tenha se afastado muito do valor obtido para os animais do
grupo controle. Estes resultados também mostram que 0s organismos parecem

exibir um ritmo de variacdo de atividade metabolica, que é ajustado conforme as
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necessidades fisioldégicas do organismo levando-se em consideragdo o contexto de
estimulos sob o0 qual estes organismos estdo submetidos (ARAUJO; MARQUES,
2002; MOURA; SILVA, 2010).

TABELA 4.6 - Pardmetros de regressédo das linhas de tendéncia que descrevem a variacdo da
diferenca de peso corporeo em ratos sob diferentes condi¢cdes de tratamento com EE C. echinata.

Parametros/Tratamentos C T1 T2 T3
a -0,076 -0,051 -0,099 -0,069
b 2,408 1,614 2,347 1,904
c -4,029 1,800 0,886 0,086
R? 0,415 0,772 0,970 0,835

OBS: C - controle; T1 — animais tratados com 75mg/Kg ; T2 — animais tratados com 150mg/Kg; T3 —
animais tratados com 300mg/Kg. Coeficientes — a, b, ¢ de uma funcdo quadratica do tipoY =a.. X2 +
b . X + ¢; coeficiente de determinacao - R%.

Na tabela 4.7 podem ser visualizados os valores correspondentes a variagao
temporal da diferenca de peso corpdreo de ratas tratadas com diferentes doses de
EE de C. echinata por 28 dias. Estes dados podem ser adequadamente visualizados
na figura 4.7. Nesta figura observa-se que todos os animais, independente do
tratamento também, a exemplo dos machos, apresentaram um ganho de massa
“real” descrito por uma fungdo do tipo quadratica, cujos parametros de regressao

podem ser visualizados na tabela 4.8.

TABELA 4.7 - Variacédo temporal da diferenca de peso corpdreo de ratas (g), tratadas com diferentes
doses de EE de C. echinata por 28 dias consecutivos.

Dias C T1 T2 T3
0 0 0 0 0
7 -6,250 4,667 8,833 0,500
14 5,583 -12,333 -6,500 -13,333
21 -5,083 3,500 -8,800 4,166
28 11,417 -13,533 0,600 -1,167
Media 1,417 -4,425 -1,467 -2,458
Dp 8,532 9,848 7,947 7,584
2 5,667 -17,700 -5,867 -9,834
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OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/Kg ; T2 — animais tratados com 150mg/Kg; T3 —

animais tratados com 300mg/Kg. Dp — Desvio padrdo. £ — Somatério.
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FIGURA 4.7 - Variacdo temporal da diferenca de peso em ratas submetidas a diferentes condi¢cbes
de tratamento com EE C. echinata. C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/Kg ; T2 — animais
tratados com 150mg/Kg; T3 — animais tratados com 300mg/Kg.

TABELA 4.8. - Parametros de regressdo das linhas de tendéncia que descrevem a variagdo da
diferenca de peso corporeo em ratas sob diferentes condi¢es de tratamento com EE C. echinata.

Parametros/Tratamentos C T1 T2 T3
a 0,034 -0,015 0,021 0,029
b -0,596 0,028 -0,813 -0,784
c -0,381 0,597 4,137 0,576
R? 0,434 0,286 0,216 0,157

OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/Kg ; T2 — animais tratados com 150mg/Kg; T3 —
animais tratados com 300mg/Kg. Coeficientes — a, b, ¢ de uma fungdo quadratica do tipo Y = a.x®+

b.X + c; coeficiente de determinacéo - R’
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Um primeiro aspecto € que o comportamento observado para as fémeas foi
diferente em relacdo aquele observado para os machos. A comecar pelas
concavidades. Em T1 verificou-se uma concavidade para baixo, enquanto que para
os demais grupos visualizou-se uma concavidade para cima, como pode ser
verificado na expressao do sinal do coeficiente “a” das fung¢des obtidas, conforme os
dados na tabela 4.8. Em T1 vemos a presenca de um ponto maximo préximo do
inicio do tratamento (tempo zero), cujo acréscimo de massa decaiu até o final do
experimento. Com relacdo aos animais do grupo controle, verificou-se que estes
também apresentaram ndo um ponto de maximo, mas de minimo, ou seja, um ponto
onde a taxa de perda de peso era a maior possivel.

Quanto a T2 e T3 verificou-se que doses maiores de EE C. echinata parecem
deslocar o ponto de minimo, em relacdo ao que se observou para 0 grupo controle,
como se houvesse uma espécie de retardo na reacdo do metabolismo em
protagonizar acdes que redundem em acréscimo de massa nos organismos
avaliados, de acordo com os dados da tabela 4.9. O maior deslocamento temporal
do ponto de minimo foi observado para os animais do tratamento T2. Nos grupos
que apresentaram um ponto de minimo, inclusive os animais do grupo controle,
destaca-se que a partir deste ponto, os animais apresentaram um ganho de massa,
mas de forma pouco expressiva em relacdo ao que se observou para 0os machos

submetidos as mesmas condicdes de tratamento.

TABELA 4.9 - Parametros de derivacdo das expressdes matematicas que descrevem as linhas de
tendéncia da variacdo temporal da diferenca de peso corpéreo em ratos e ratas submetidos a
diferentes tipos de tratamentos com EE C. echinata.

Ratos Ratas
Tratamentos a b P a b P
C -0,152 2,408 15,885y 0,067 -0,596 8,894,
T1 -0,102 1,614 15,827y -0,031 0,028 0,909\
T2 -0,198 2,347 11,841y 0,041 -0,813 19,638,

T3 -0,137 1,904 13,899 0,057 -0,784 13,653
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OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/Kg ; T2 — animais tratados com 150mg/Kg; T3 —
animais tratados com 300mg/Kg. Pardmetros de derivagdo: Coeficiente angular — a; coeficiente linear
— b; P ponto onde a fungdo é maxima ou minima, conforme o sinal do coeficiente angular da funcéo
derivada. Maximo — M; minimo — m.

O que estd assinalado acima também denuncia um importante efeito dos
tratamentos sobre a atividade metabdlica das fémeas avaliadas, assinalando um
comportamento caracteristico conforme a dose empregada, ndo conservando-se
sinais de efeito do tipo dose-dependente. Estes resultados também assinalam que
as fémeas apresentaram um ritmo de variacao de atividade metabdlica diferente dos
machos, sendo afetados com mais énfase conforme as doses de EE de C. echinata
empregadas.

O aumento ou diminuicdo do peso corporal dos animais pode representar
alteracdes fisioldgicas importantes, tais como: hepatica, hormonais ou até mesmo no
prejuizo de absor¢cdo de proteinas, aminoacido entre outros. Em nosso estudo
observou-se alteracdo do ganho de massa corporal tanto nos machos quanto nas
fémeas, sendo que nestas o efeito foi mais intenso. Este resultado é indicativo de
toxicidade sistémica provocada pela administragcdo oral repetida de EE de C.
echinata. A maior sensibilidade de fémeas aos efeitos toxicos de varios xenobioticos
€ relatada para esta espécie de animal, provavelmente devido a diferenca de
metabolismo entre os sexos (OSWEILER, 1998, USHIROBIRA, 2003).

4.1.2 Consumo de 4gua e alimento de ratos e ratas tratados com EE de

C. echinata.

O monitoramento da massa corporal e do consumo de agua e alimentos pelo
o animal € um importante indicador para a avaliacdo da toxicidade de uma
substancia (JAHN; GUNZEL, 1997, HAMMOND; et al.; 2006).

Os dados referentes ao consumo medio de agua e de alimento em ratos e
ratas, ambos tratados com diferentes doses de EE de C. echinata podem ser
visualizados na tabela 4.10. Nas figuras 4.8 e 4.9 visualizam-se as variagoes
temporais de consumo de agua e de alimento para ratos machos, respectivamente.
Nestas figuras, pode-se verificar que ambos o0s tipos de consumo variavam
ritmicamente, conforme o tratamento. Nos animais tratados com as doses de EE de
C. echinata de 75mg/Kg e de 150mg/Kg parece ter diminuido a amplitude de

variacdo do consumo de agua, entre os diferentes periodos observados. Mas na



90

dose de 300mg/Kg houve um aumento de amplitude do consumo de agua pelos
animais. De certo modo, isto assinala que EECe tem impacto importante nos
mecanismos fisiolégicos que controlam os parametros de hidratacdo de organismo,
sugerindo acdes sobre os compartimentos neurolégicos associados centralmente
(CAMBRAIA, 2004).

Com relacdo ao consumo de alimento, verificou-se que diferencas
significativas em relacédo ao grupo controle s6 foram visualizadas quando os animais
recebiam EE de C. echinata na dose de 75mg/Kg, ndo sendo observado um
comportamento ritmico, e 0os animais elevaram o consumo de alimento até a fase
final do experimento. E interessante assinalar que neste mesmo periodo, os animais
deste grupo apresentaram um consumo de agua crescente até o sétimo dia, mas
decaindo continuamente até a fase final.

De certo modo, isto pode significar mudancas fisioldgicas importantes nao so
quanto as caracteristicas metabdlicas assumidas, como também quanto as
condi¢cBes cardiocirculatorias; uma vez que menor volume de liquido ingerido, pode
significar reducdo da competéncia metabdlica de alguns tecidos, em especial o
sistema renal (SOUZA, 2012).

TABELA 4.10 - Consumo médio de agua e alimento, e peso corporeo em ratos e ratas submetidos a
diferentes tipos de tratamentos com EE C. echinata por 28 dias.

Ratos Ratas
Trat. Agua Racao Peso Agua Racao Peso
(mL) (9) (9) (mL) (9) (9)

C 274,6+102,0 114,8+45,5 325,2+18,6 215,0+65,0 102,0+24,1 245,8+4,9

T1 254,0+46,3 139,9+96,6 342,6+18,7 427,2+130,2 338,2+104,9 243,5+8,5

T2 242,4+58,2 108,7+39,1 317,8+13,0 348,0+184,6 324,0£92,0 232,4+6,3

T3 221,4+108,9 106,9+40,1 318,2+14,4 292,0+204,6 274,8+125,2 266,8+6,1

OBS: Trat. — tratamentos; C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/Kg ; T2 — animais tratados
com 150mg/Kg; T3 — animais tratados com 300mg/Kg. Total de animais por grupo n = 6.
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FIGURA 4.8 - Consumo medio de agua em ratos submetidos a diferentes tratamentos com EE de C.
echinata, ao longo de 28 dias. C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais
tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg.
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FIGURA 4.9 - Consumo medio de alimento em ratos submetidos a diferentes tratamentos com EE de
C. echinata, ao longo de 28 dias. C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais
tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg.

Na figuras 4.10 e 4.11 podem ser verificadas as variacbes de consumo de

dgua e de alimento para ratas sob diferentes condi¢cbes de tratamento com

EE de C. echinata. Nestas figuras pode ser observado que tanto em relagdo ao
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consumo de 4gua como de alimento, os padrfes ritmicos foram alterados de modo
diferente em relagcédo as variagbes encontradas para machos. O consumo de agua
pelas fémeas parece ter sido estimulado pela presenca de EE de C. echinata, uma
vez que a amplitude de consumo foi aumentada em todos os casos. Ja com relacéo
ao consumo de alimento verificou-se que em fémeas tratadas os ritmos foram
relativamente semelhantes, embora diferentes em relacdo ao consumo observado
para as fémeas quando comparado ao grupo controle.

De certo modo, estes dados assinalam que o comportamento metabdlico das
fémeas parece apresentar caracteristicas peculiares em relacdo ao metabolismo dos
machos, sendo muito mais sensiveis aos efeitos proporcionados por EE de C.

echinata.
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FIGURA 4.10 -. Consumo medio de 4gua em ratas submetidas a diferentes tratamentos com EE de
C. echinata, ao longo de 28 dias. C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais
tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg.
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FIGURA 4.11 - Consumo medio de alimento em ratas submetidas a diferentes tratamentos com EE
de C. echinata, ao longo de 28 dias. C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg; T2 — animais
tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg.

Com a necessidade de se verificar de modo integrado o consumo de agua e
de alimento conforme a dose empregada de EE de C. echinata, foram construidas
as tabelas 4.11 e 4.12 respectivamente para ratos e ratas. A ilustracdo dos
comportamentos integrados pode ser obervada respectivamente nas figuras 4.12 e
4.13. Em ambas as figuras, ficou caracterizado que a relacdo de consumo agua e
alimento apresenta um ritmo caracteristico, como se pode observar no tracado
grafico para os animais do grupo controle em ambas as figuras. Mas com o aumento
na dose de EE C. echinata tanto em machos como em fémeas a relacdo de
consumo agua/alimento foi afetada de modo acentuado de acordo com o aumento
da dose; o que revela um efeito importante sobre os centros neurol6gicos que
coordenam os padrbes de atividade fisioldégica que estes organismos normalmente
deveriam cumprir (CAMBRAIA, 2004). Possivelmente, este decréscimo na ingestao
de agua e alimento se relacione com as alteragbes, mencionadas anteriormente,

guando nos reportamos as mudancas nos padrées de ganho de massa corporea.



94

TABELA 4.11 - Relacdo entre consumo de agua e alimento em ratos adultos (mL/g), tratados com
diferentes doses de EE de C. echinata por 28 dias consecutivos.

Dias C T1 T2 T3
0 3,77 3,18 2,68 5,58
7 4,00 4,43 2,55 1,20
14 1,46 2,51 2,14 1,01
21 2,07 1,70 1,87 2,17
28 1,85 0,72 2,35 2,10

OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —
animais tratados com 300mg/kg.

TABELA 4.12 - Relagdo entre consumo de 4gua e alimento em ratas adultas (mL/g), tratadas com
diferentes doses de EE de C. echinata por 28 dias consecutivos.

Dias C T1 T2 T3
0 2,13 1,50 1,50 1,50
7 3,37 1,94 1,53 4,03
14 1,58 0,79 0,91 0,34
21 2,55 1,03 1,26 0,62
28 1,31 1,50 0,34 0,69

OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —
animais tratados com 300mg/kg.
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FIGURA 4.12 - Razédo entre consumo medio de agua e alimento em ratos submetidos a diferentes
tratamentos com EE de C. echinata, ao longo de 28 dias. C — controle; T1 — animais tratados com
75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg.
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FIGURA 4.13 - Razdo entre consumo medio de agua e alimento em ratas submetidas a diferentes
tratamentos com EE de C. echinata, ao longo de 28 dias. C — controle; T1 — animais tratados com
75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com 300mg/kg.

Na tentativa de se buscar um modo mais simples de se avaliar as tendéncias
de variacdo dos ritmicos de consumo de 4gua e de alimento apresentados acima,
foram construidas as figuras 4.14 e 4.15 referentes as linhas de tendéncia do
consumo assinalado tanto para machos como para fémeas tratadas com EE de C.
echinata. Nestas figuras pode-se observar que a inclinagdo das curvas obtidas foi

decrescente, fato confirmado pelo sinal negativo do coeficiente angular das funcdes
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matematicas que descrevem estas linhas de tendéncia como assinalam os dados
mostrados na tabela 4.13. Em linhas gerais, significa que em ambas as condi¢gbes
existiu uma tendéncia geral de reducdo da relacdo consumo de agua/alimento,
mesmo para 0s animais do grupo controle. Mas um fato interessante a ser notado foi
gue em machos tratados com 75mg/kg de EE de C. echinata o decaimento da
relacdo de consumo agua/alimento foi mais pronunciado (maior inclinagdo), embora,
com relacdo as fémeas tratadas com a mesma dose, tenha ocorrido 0 menor
decaimento em relacdo aos demais tratamentos, acentuando, uma vez mais a
diferenca de comportamento dos animais quanto ao género frente a dosagens

especificas de EE de C. echinata.
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FIGURA 4.14 - Linhas de tendéncia da razdo entre consumo medio de agua e alimento em ratos
submetidos a diferentes tratamentos com EE de C. echinata, ao longo de 28 dias. C — controle; T1 —
animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com
300mg/kg.
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FIGURA 4.15 - Linhas de tendéncia da razdo entre consumo medio de agua e alimento em ratas
submetidas a diferentes tratamentos com EE de C. echinata, ao longo de 28 dias. C — controle; T1 —
animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 — animais tratados com

300mg/kg.

TABELA 4.13 - Parametros de regressao das expressfes matematicas que descrevem as linhas de
tendéncia da variagdo temporal da razao entre consumo de agua/alimento em ratos e ratas
submetidos a diferentes tipos de tratamentos com EE C. echinata.

Ratos Ratas
Tratamentos a b R? a b R?
C -0,082 3,782 0,608 -0,034 2,677 0,224
T1 -0,109 4,040 0,733 -0,013 1,535 0,104
T2 -0,019 2,585 0,428 -0,036 1,623 0,678
T3 -0,085 3,610 0,263 -0,071 2,440 0,276

OBS: C — controle; T1 — animais tratados com 75mg/kg ; T2 — animais tratados com 150mg/kg; T3 —
animais tratados com 300mg/kg. Coeficiente angular (a); coeficiente linear (b). Coeficiente de

determinacéo — R?
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4.1.3 Parametros hematoldgicos e bioquimicos

As andlises hematoldgicas sdo descritas na literatura por ter alta correlacao
em predizer toxicidade humana, em outras palavras, as alteracdes provocadas por
determinadas substéncias no organismo nos animais, podem ser percebidas nos
humanos na maior parte das vezes (OLSON et al., 2000).

Nas tabelas 4.14 e 4.15 podem ser visualizados alguns parametros
hematoldgicos obtidos para ratos machos sob as diferentes condi¢des de tratamento
com EE de C. echinata e nas tabelas 4.16 e 4.17 0os mesmos parametros para ratas.
Na tabela 4.18 podem ser visualizadas as razdes entre os valores de
fémeas/machos conforme o tipo de tratamento. Nesta tabela, pode-se verificar
alteracdes importantes quanto ao numero reduzido de leucdcitos e plaquetas na
presenca de EE de C. echinata, de forma dose-ndo-dependente, em comparacao

com os dados do obtidos para o grupo controle.

TABELA 4.14 - Parametros hematologicos (Média e Desvio Padréo),)em ratos tratados com EE de C.
echinata, por 28 dias.

Trat. (10'§/'fncm3) (';/%EL‘) HTC (%) (\:l%'\ﬁ) HCM (pg)  CHCM (g/dL)
C  83+08 149+13 434+36 526+10 1803t05  343+04
TI  82+06 134+10 401+24 488+14 163+04  333+07
T2 69+10 122+18 369+46 533+39 176+11  32,9+08
T3 84+10 143+14 430+47 515+60 171+14  333+13

OBS: Condi¢do de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 0,075 g/Kg; T2

tratamento com 0,15 g/Kg e T3 — tratamento com 0,30 g/Kg. RBC: hemacias; HGB: hemoglobina; ;
HTC: hematocrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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TABELA 4.15 - Parametros hematol6gicos (Média e Desvio Padréo), em ratos tratados com EE de C.
echinata, por 28 dias. WBC e PLT.

Trat. WBC (10°/mm?) PLT (103 mm?)
C 7172,0 + 9436 608,0 + 360,7
T1 12086,0 + 4087,0 638,0 + 120,8
T2 8978 ,0+ 3650,5 581,4 + 283,9
T3 8840,0 + 1468,7 704,3 + 178,0

OBS: Condicdo de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 0,075 g/Kg; T2 —
tratamento com 0,15 g/Kg e T3 — tratamento com 0,30 g/Kg. WBC: leucécitos; PLT: plaquetas.

TABELA 4.16 - Pardmetros hematologicos (Média e Desvio Padrédo), em ratas tratadas com EE de C.
echinata, por 28 dias.

Trat. (105/?ncm3) (S/ﬁf) HTC (%) VCM (um®  HCM (pg) CHCM (g/dL)
C 78+13 144+19  422+46  54,3+34  184+0,7 33,9+ 1,1
T1 63+04 11,9+08 353+29  56,3+09  189+05 33,6+ 1,0
T2 66+09 129+15 392+54  595+04  19,6+0,3 32,9+ 0,8
T3 66+03 13,3+01 381+08  57,3+13  20,1+0,7 35,0+0,6

OBS: Condi¢do de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 0,075 g/Kg; T2 —
tratamento com 0,15 g/Kg e T3 — tratamento com 0,30 g/Kg. RBC: hemécias; HGB: hemoglobina; ;
HTC: hematocrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média.

TABELA 4.17 - Pardmetros hematologicos (Média e Desvio Padrédo), em ratas tratadas com EE de C.
echinata, por 28 dias. WBC e PLT.

Trat. WBC (10%/mm?) PLT (10°/mm?®)
C 6692,0+ 2572,0 7452 + 4111
T1 6733,3+1530,8 156,6+ 85,4
T2 6000,0+3252,7 521,0+316,1
T3 4400,0+1100,0 120,0+38,7

OBS: Condicdo de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 0,075 g/Kg; T2 —
tratamento com 0,15 g/Kg e T3 — tratamento com 0,30 g/Kg. WBC leucécitos; PLT: plaquetas.
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TABELA 4.18 - Parametros hematoldgicos: Relacdo entre os valores de ratas/ratos tratados com
diferentes doses de EE de C. echinata, ao longo de 28 dias.

Trat. RBC HGB HTC VCM HCM CHCM WBC PLT
C 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,9 1,2
T1 0,8 0,9 0,9 1,2 1,2 1,0 0,6 0,2
T2 0,9 11 1,0 1,1 1,1 1,0 0,7 0,9
T3 0,8 0,9 0,9 1,1 1,2 11 0,5 0,2

OBS: Condicao de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 75 mg/Kg; T2 — tratamento
com 150mg/Kg e T3 — tratamento com 300 mg/Kg. RBC: hemacias; HGB: hemoglobina; ; HTC:
hematécrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média; WBC: leucécitos; PLT: plaquetas.

As alteracdes acima observadas demonstraram que a presenca de EE de C.
echinata afetou de maneira contundente os componentes celulares do sistema
imunolégico no organismo de fémeas tratadas, significando também alteragcbes
importantes quanto ao aspecto metabdlico. Segundo Brunetto et al. (2007) e Costa
(2000) alguns leucdcitos, principalmente os do tipo linfocitos CD-4, tem participacao
efetiva na modulacéo de fatores, como as citocinas, que atuam de diferentes formas,
sobre diferentes dimensbes do metabolismo celular. Talvez isto possa justificar as
alteracdes visualizadas anteriormente quanto as mudancas nos padrdes de ganho
de massa corpdrea, como também quanto ao consumo de agua e de alimento.

A reducédo na contagem leucdcitos possivelmente se relacionou a composicao
quimica de C. echinata, especialmente a presenca do homoisoflavonoide brasileina,
e a acdo desta como agente imunossupressor. De acordo com o0s estudos
realizados por Min Ye et al. (2005), a brasileina é capaz de eliminar a resposta
humoral, bem como a resposta celular, provavelmente, através da inducdo da
apoptose dos linfécito do timo e do baco dos camundongos, além de inibir a
proliferacéo linfocitica.

Quanto a reducdo no numero de plaquetas nas fémeas em relacdo aos
machos tratados com EE de C. echinata, isto pode ter um significado importante
guanto a questdes de estabilidade do fluxo sanguineo no interior dos vasos, mas
acima de tudo pelo papel modulador dos mediadores metabdlicos encontrados nas
plaguetas como PAF, TNF-qa, IL1-B, serotonina, entre outros (ASSUMPCAO, 2010;
CASTRO; et al.,, 2006; MUCK-SELER et al., 2009). Isto, de certo modo, também
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pode ter um impacto importante sobre o metabolismo, principalmente com relacao
ao fator ritmicidade, uma vez que a serotonina, também liberada pelas plaquetas,
esta relacionada aos controles dos ciclos circadianos e ultradianos implicados nos
padrdes sono/vigilia e apetite (ARAUJO; MARQUES, 2002; BERNARDI et al.; 2009;
MOURA,; SILVA, 2010). Na figura 4.16 pode ser visualizada a variagao conjunta dos
parametros hematologicos com relacdo aos tratamentos empregados, onde se

assinala as alteracfes acima descritas quanto aos leucécitos e plaquetas.
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FIGURA 4.16 - Parametros hematoldgicos: Relacdo entre os valores de ratas/ratos tratados com
diferentes doses de EE de C. echinata, ao longo de 28 dias. Condicdo de tratamentos (Trat.): C —
controle; T1 — tratamento com 75 mg/Kg; T2 — tratamento com 150mg/Kg e T3 — tratamento com
300 mg/Kg.

Quanto aos parametros bioquimicos, observados nas tabelas 4.19 e 4.20
estdo representados os valores obtidos para ratos machos tratados com EE de C.
echinata e nas tabelas 4.21 e 4.22 estdo assinalados 0s mesmos parametros
referentes as fémeas. Ja na tabela 4.23 podem ser visualizadas as razbes entre 0s
parametros bioquimicos fémeas/machos. Na mesma observou-se que as fémeas
apresentaram uma taxa de glicose sérica 30% inferior aos machos quando tratadas
com 75mg/Kg de EE C. echinata. Esta reducéo da concentracdo de glicose pode
estar relacionada com as alteracdes no ganho de peso e no consumo de agua e de
alimento assinalados acima. E importante também destacar que em relacdo ao
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grupo controle o valor da raz&o encontrada para este grupo de animais tenha sido
inferior a cerca de 50%.

TABELA 4.19 - Parametros séricos bioquimicos (Média e Desvio Padréo), em ratos machos tratados
com diferentes doses de EE de C. echinata, em 28 dias.

. » " Colesterol L
Trat. Glicose Uréia Creatinina total Triglicerideos
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL)
C 983+4,6 67,0+189 0,76+0,32 40,2+5,9 39+11,0

T1 1276+94 524+6,2 066+011 58+13,3 89,8 + 29,2
T2 130,6+26,2 546+13,1 064+0,2 558+70  520+17,1
T3 80,8+26 61,3+119 097+028 545+6,7  482+111

OBS: Condi¢éo de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 75 mg/Kg; T2 — tratamento
com 150mg/Kg e T3 — tratamento com 300 mg/Kg

TABELA 4.20 - As transaminases (Média e Desvio Padrdo), em ratos machos tratados com
diferentes doses de EE de C. echinata, em 28 dias.

Trat. AST (U/L) ALT (U/L)
C 139,0 + 25,0 53,5+ 125
T1 127,6 + 10,8 55,6 +8,0
T2 166,3 + 51,8 57,8 + 4,8
T3 145,3 + 39,9 59,3 + 27,2

OBS: Condigéo de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 75 mg/Kg; T2 — tratamento
com 150mg/Kg e T3 — tratamento com 300 mg/Kg. TGO ~ AST e TGP ~ ALT.

TABELA 4.21 - Parametros séricos bioquimicos (Média e Desvio Padréo), em ratas tratadas com
diferentes doses de EE de C. echinata, em 28 dias.

_ » o Colesterol o
Trat. Glicose Uréia Creatinina total Triglicerideos
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL)
C 113,8+ 20,6 53,6+ 13,6 0,8+0,3 51,6+ 3,7 109,6+ 60,2
T1 93,0+ 1,4 39,5+ 5,0 0,7+0,1 62+ 11,3 60,5+ 0,7

T2 122,3+389 47,3+13,6  0,7+0,2 73,0¢3,6  163,7+525
T3  129,7+37,6 52,7+55 0,8+0,1  957+37,7  74,7+350

OBS: Condigéo de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 75 mg/Kg; T2 — tratamento
com 150mg/Kg e T3 — tratamento com 300 mg/Kg
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TABELA 4.22 - As transaminases (Média e Desvio Padrdo), em ratas tratadas com diferentes doses
de EE de C. echinata, em 28 dias.

Trat. TGO (U/L) ALT (U/L)
C 458,6+ 545,9 185,6+ 1955
T1 439,0+ 26,9 167,0+ 17,0
T2 247,0+ 222,0 113,0+ 50,9
T3 304,7+ 209,0 162,3+ 68,2

OBS: Condicdo de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 75 mg/Kg; T2 —
tratamento com 150mg/Kg e T3 — tratamento com 300 mg/Kg. TGO ~ AST e TGP ~ ALT.

TABELA 4.23 - Parametros bioquimicos: Relagdo entre os valores de ratas/ratos tratados com
diferentes doses de EE de C. echinata, ao longo de 28 dias.

Trat. Glicose Uréia Creatinina Col. T. Triglic. TGO TGP

C 1,2 0,8 11 1,3 2,8 3,3 3,5
T1 0,7 0,8 11 1,1 0,7 3,4 3,0
T2 0,9 0,9 11 1,3 3,1 1,5 2,0
T3 1,6 0,9 0,9 1,8 1,6 2,1 2,7

OBS: Condicéo de tratamentos (Trat.): C — controle; T1 — tratamento com 75 mg/Kg; T2 — tratamento
com 150mg/Kg e T3 — tratamento com 300 mg/Kg. TGO ~ AST e TGP ~ ALT. Col. T. — Colesterol
total; Triglic. = Triglicerideos.

Com relacéo ao colesterol total, foi observado um aumento de cerca de 80%
em relagcdo aos machos quando os animais recebiam uma dose de 300mg/Kg de EE
de C. echinata; embora esta relagdo tenha variado para mais em relacdo ao grupo
controle. Isto denota um efeito importante sobre as reservas de lipideos no
organismo, assinalando alteracfes estruturais nos depdsitos naturais de gordura
nestes organismos, mas acima de tudo na oferta e demanda de matéria prima para
a construcédo de mediadores esteroides.

Quanto aos trigliceridios, observou-se também que fémeas tratadas com
75mg/Kg do extrato mostravam uma reducdo de 30% em relacdo aos machos
tratados com 0 mesmo substrato. Esta reducéo conjuntamente com as alteragdes no
conteudo de glicose, acentuam a queda de oferta de substrato energético para a

condugédo do catabolismo destes animais, como ja assinalado acima.
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N&o existem relatos sobre os efeitos toxicos provenientes da administracao
repetida do extrato do cerne de C. echinata Lam. Entretanto, outra espécie do
género Caesalpinia, C sappan, a qual apresenta em seu cerne composi¢cao quimica
semelhante a C. echinata, devido a presenca de compostos polifendlicos,
especialmente brasilina e brasileina (OLIVEIRA et al.,, 2002), apresenta atividade
hipocolestémica (SAITOH et al, 1986) e imunomodulatéria (CHOI; MOON, 1977).
Além disso, a brasilina é apontada por sua acdo hipoglicemiante, efeito este
decorrente do aumento no metabolismo de glicose (MOON et al, 1993). Khil et al.
(1997) concluiram que a brasilina era capaz de promover um aumento do transporte
de glicose em adipdcitos através de mecanismos relacionados a concentracdo de
Ca”" intracelular e calmodulina. Posteriormente, Khil et al. (1999) demonstraram que
a brasilina era capaz de aumentar transporte de glicose para dentro da célula
através da mobilizacédo de transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT-4), por meio
da ativacao do fosfatidilinositol 3-quinase (PI13-K). Além disso, a brasilina é capaz de
aumentar a atividade da fosfofrutoquinase 2 (PFK-2) além de aumentar os niveis de
frutose-6-fosfato (F-6-P)/hexose-6-fosfato(H-6-P), contribuindo para a producdo de
de estimular a glicélise, devido a elevacédo da atividade da piruvato quinase (YOU et
al., 2005).

Nas doses de 150 e 300mg/Kg houve reducdo da atividade das
transaminases das fémeas em relacdo aos machos, significando alteracdes
metabolicas e estruturais importantes nestes organismos.

O diagnéstico de doencas hepaticas muitas vezes € confirmado pela
avaliacdo histopatolégica e exames laboratoriais. O perfil inicial das provas de
funcdo hepatica pode ser constituido pela determinacdo da bilirrubina sérica, das
enzimas transaminases: aspartato aminotransferase (AST) e alanina-
aminotransferase (ALT), entre outras. A dosagem de glicose sérica, colesterol e
trigliceridios contribuem também para avaliar o dano hepatocelular (LORA, 2007).
Por outro lado, a reducdo dos niveis de transaminases (AST e ALT) esta
correlacionada ao processo de regeneracdo hepatica (MARTINO, 2010; MELO et al.,
2006), circunstancia que justifica o resultado histopatologico de inumeros
hepatécitos binucleados deste trabalho (APENDICE A). MOON, et al. (1992),

relataram que a brasilina € capaz de promover protecdo da cultura de hepatdécitos,
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da toxicidade induzida por BrCCl;. Analises mais especificas devem ser realizadas
para verificar esta atividade.

As alteracOes assinaladas acima podem ser melhor visualizadas na figura
4.17.
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FIGURA 4.17 - Parametros bioquimicos: relacdo entre os valores de ratas/ratos tratados com
diferentes doses de EE de C. echinata, ao longo de 28 dias. Condi¢do de tratamentos (Trat.): C —
controle; T1 — tratamento com 75 mg/Kg; T2 — tratamento com 150mg/Kg e T3 — tratamento com
300 mg/Kg.

4.2 Atividade antioxidante do radical livre DPPH

Conforme observado na tabela 4.24, o EE de C. echinata apresentou
atividade satisfatdria na captura do radical organico DPPH, demonstrando ICs igual
a 42,404 ug/mL, um desempenho superior ao apresentado pelo acido galico (ICso =
165,070 pg/mL), que em termos percentuais representa uma diferenca de 74,3%.
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TABELA 4.24 - Valores de IC5 concentracdo que inibe 50% do radical em questdo em pg/mL,
utilizado nos métodos de sequestro do radical DPPH e Oxido nitrico (NO), comparando os resultados
com o padrdo Acido galico.

NO (ICso)
Amostras DPPH (1Csp) pg/mL ug/mL
Caesalpinia echinata 42,404 234,200
Acido Galico 165,070 174,560

O gréfico 4.1 apresenta a performance do extrato em diferentes
concentracdes (10, 25, 50, 100 e 200 pug/mL) na estabilizacdo dos radicais, onde foi
possivel observar que a resposta antioxidante melhora com o0 aumento da
concentragdo, configurando um efeito dose-dependente na atividade antioxidante do
extrato frente ao radical DPPH, assinalando que geralmente um substrato que
apresenta alto potencial em sequestrar radicais livres possui baixo valor de [Csp.
Ainda no grafico 4.1, pode-se verificar que a partir de 50 pg/mL o percentual de
inibicdo do radical DPPH tende a ser constante, 0 que sugere um ponto de

saturacao, considerando-se as condi¢cdes experimentais empregadas nos ensaios.
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GRAFICO 4.1 — Inibicdo do radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) pelo extrato etandlico de
Caesalpinia echinata. Valores significativos + S.D. (n= 3)

Em estudos anteriores sobre a composicado fitoquimica de C. echinata
verificou-se a presenca de polifendis (flavonoides, taninos e cumarinas) (SILVA,

2006). Ja Fukushima e Fuzeto (2003) relataram a presenca de ligninas, ambos os
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resultados condizentes com o relato de Rezende et al. (2004), que aponta 0s
derivados fendlicos C6-C3 como os metabdlitos mais observados em espécies do
género Caesalpinia.

Normalmente os compostos fenélicos podem interferir numa série de eventos
fisiologicos em animais, entre estes os relacionados com processos de oxidacdo
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Vale ressaltar que varios autores
apontam a brasilina, um homoflavonoide, como principal constituinte de interesse
farmacoldgico do cerne de pau-brasil. Acrescenta-se ainda que a brasilina pode
transformar-se em brasileina através do contato com o ar ou com a luz; isto devido a
um processo de oxidacdo no qual a hidroxila da brasilina se converte num grupo
carbonila (OLIVEIRA et al., 2002). Tanto a brasilina quanto a brasileina apresentam
atividade antioxidante importante (HU et al., 2008; LIANG et al., 2013).

4.3. Analise do sequestro do 6xido nitrico (NO) in vitro.

A analise do gréfico 4.2 nos permite inferir que o EE de C. echinata sob
diferentes concentracdes (10, 25, 50, 100 e 200 pg/mL), inibiu de forma dose-
dependente a producao do radical NO. A ICsy encontrada foi de 234,2 pg/mL, sendo
gue o mesmo tipo de analise efetuada com padrao de acido galico nos deu um valor
de ICso= 174,56 pg/mL (Tabela 4.24). Estes dados sugerem que EE de C. echinata
teve um efeito inibitorio de 25,49% em relacdo ao acido galico.

Aqui, observou-se que o efeito inibitério obtido sobre o radical NO foi
praticamente o inverso do efeito inibitério conseguido a partir da avaliacdo efetuada
sobre o DPPH, conforme mostram os dados da tabela 4.24. Analisando os valores
de ICso para C. echinata, constatou-se que este parametro foi 81,9% maior quanto
ao NO, denunciando um impacto maior sobre a identificacdo e captura deste tipo de

radical.
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GRAFICO 4.2 — Inibicdo do radical NO pelo extrato etandlico de Caesalpinia echinata. Valores
significativos + S.D. (n= 3)

De acordo com Bianchi e Antunes (1999), o desempenho dos antioxidantes in
vivo depende dos fatores: tipos de radicais livres formados; onde e como eles sao
gerados esses radicais; analise e métodos para a identificacdo dos efeitos, e doses
ideais para obter protecdo. Sendo assim, é possivel que um antioxidante atue como
protetor em determinado sistema, mas que falhe na protecao.

Jayakumar e Kanthimathi (2011), assinalaram que o 6xido nitrico é um radical
livre envolvido na patogénese do cancer, porquanto a sua presenca modula os
mecanismos associados as dinamicas de vascularizacdo de tumores e metastases.
De fato, muitos estudos indicam a participacdo do Oxido nitrico na
neovascularizagcdo, uma vez que sua liberagdo normalmente associa-se a eventos
ligados a cascata angiogénica (GALLO et al.,, 1998; ZICHE et al., 1994, ZICHE;
MORBIDELLLI, 2000).

Pelo menos trés tipos de sistemas enzimaticos do tipo sintase do 6xido nitrico
— NOS podem ser associados a producdo de NO e L- citrulina, dependendo da
disponibilidade dos cofatores oxigénio e fosfato dinucleétido adenina nicotinamida
(NADPH), além do substrato L-arginina. Dois destes sistemas sédo dependentes de
Ca'", denominados constitutivos perante os sistemas neuronal (NO-1 ou nNOS) e
endotelial (NO-3 ou eNOS); e outro independente do Ca’™ (NOS-2 ou iNOS),
designado de induzido, associado a tipos celulares como os macréfagos, microglia,

ou outros tipos celulares que séo responsivos a mediadores pro-inflamatorios tais
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como os lipopolissacarideos de membranas bacterianas, endotoxinas e citocinas
como IL-1B3, TNF-a e INF-y (BODGAN, 2001; LUIKING et al., 2009).

Muitos distarbios podem ocorrer nos mecanismos reguladores da producéo
de NO, desde modificacBes nos receptores deflagradores acoplados a proteina G
em membranas, induzidas por saturacdo de ions do tipo H* em casos de isquemias,
ou queda na concentracdo citoplasmatica de Mg®* associada a dist(rbios de ordem
metabdlica (VOLPE et al., 2002). Nos casos de sepsis ou de destruicdo de tecidos,
uma superproducdo de NO pode ser mediada por macrofagos, levando a uma
condicao de vasodilatacdo generalizada e consequéncias cardiocirculatérias graves
(LUIKING; DEUTZ, 2003). Os resultados conquistados neste trabalho sugerem que
extrato de C. echinata pode contribuir para a diminuicdo de radicais do tipo NO em
pacientes com distarbios organicos que potencializem a producdo deste tipo de
radical, de maneira dose-dependente.

Como assinalado anteriormente, a presenca de compostos polifenélicos no
cerne de C. echinata pode estar associado a sua capacidade de inibicdo de radicais
livres. Pesquisas com substancias antioxidantes mostraram que estes tipos de
compostos foram capazes de reduzir o edema inflamatdrio, inibir a angiogénese e a
proliferacdo de células tumorais (BENNETT; ROJAS; SEEFELDT, 2012; HOFSETH,
2008; JAYAKUMAR; KANTHIMATHI, 2011; ZICHE; MORBIDELLI, 2000).

Em outros estudos foi verificado que o extrato etandlico do cerne de C.
echinata reduziu o edema induzido por carragenina em pata de rato, bem como
inibiu o crescimento do carcinoma de Ehrlich e do sarcoma 180 em ensaios in vivo
(SILVA, 2006).

4.4 Atividade Antiangiogénica

Apoés 18 dias de tratamento, com aplicacdo topica do EECe (100 mg/mL) na
dose 10 pL/olho, observou-se que C. echinata inibiu a resposta angiogénica
inflamatoria provocada pela cauterizacéo pontual da cérnea de rato com NaOH (1M),
promovendo redugdo substancial do numero de novos capilares (Fig. 4.18A e B),
apresentando atividade inibitoria (Fig. 4.19), equivalente a um percentual de inibi¢cao
de 77,49%.
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FIGURA 4.18 — a) Visdo do cristalino em rato wistar estimulado com NaOH, néo tratado (controle); b)
cristalino de rato wistar tratado com EECe.
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FIGURA 4.19 — Numero de vasos contados na superficie do cristalino em ratos wistar tratados com
EECe.

Estes dados sugerem que componentes bioquimicos pertencentes ao extrato
de C. echinata interferem sobre os mecanismos que controlam o0 processo
angiogénico, mediado por substratos pertencentes a cascata do acido araquidénico;
embora os dados acima descritos também sugiram que o tamponamento do NO
possa ter alguma contribuicdo na diminuicdo da resposta angiogénica.
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4.5 Teste MTT

O gréfico 4.3 mostra a atividade do extrato etanolico de C. echinata sobre a
viabilidade da cultura de células Vero. A concentracdo toxica para 50% das células
(CCsp), determinada utilizando o corante MTT, foi de 168,4483 ug/mL (0,17 mg/mL).
Aqui, é interessante assinalar que a resposta citotoxica se intensifica coforme o

aumento da concentracdo do EE de C. echinata.
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GRAFICO 4.3- Viabilidade da cultura de células VERO submetidas as diferentes concentragdes do
extrato etandlico de Caesalpinia echinata.

Extratos de origem vegetal que contém principios antioxidantes geralmente
apresentam potencial citotoxico e atividade antitumoral em animais de
experimentacdo (Gupta; et al., 2004). Ndo existem outros estudos concernentes a
atividade citotoxica de C. echinata, entretanto, esta atividade ja foi verificada em
outras espécies do género Caesalpinia, estando esta atividade relacionada a
presenca dos homoisoflavonoides, diterpenoides, bem como outros compostos
polifendlicos presentes na composi¢do quimica da madeira destes vegetais (GUPTA
et al., 2004; DAS et al., 2010; SHENGQIAN et al., 2011).
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4.6 Efeito protetor contra os danos causados pelo peréxido de
Hidrogénio (H»0,)

As células pré-tratadas com EE de C. echinata apresentaram aumento
significativo na viabilidade quando comparadas com as células expostas somente ao
peréxido de hidrogénio, especialmente nas concentracdes de 50 ug/mL (12,5 *
4,63), 100 ug/mL (16,93 = 3,52) e 200 ug/mL (46,52 = 6,79). Na maior concentracao
testada observou-se que 46,5% das células pré-tratadas com EE de C. echinata
sobreviveram exposi¢cao ao agente oxidante H,O..

Os resultados do experimento demonstram que, em condi¢des in vitro, o EE
de C. echinata 200 ug/mL exerce uma importante acado protetora contra o estresse
oxidativo gerado pelo H;O,. Conforme discussdo anterior, este resultado
possivelmente é decorrente da atividade antioxidante observada neste extrato, o
qual provavelmente, esta relacionado a capacidade dos compostos polifendlicos em

atuar com antioxidante.

4.7 Atividade de inibicao tumoral

4.7.1 Inoculacdo de células asciticas do tumor de Ehrlich pré-tratadas

com diferentes concentracdes de EE de C echinata.

A eficacia do pré-tratamento de células asciticas do tumor de Ehrlich com
diferentes concentragdes de EE C. echinata ou metotrexato — MTX foi avaliada pela
determinacao do percentual de células viaveis antes e apos a estimulacdo com o0s
substratos de estudo, sendo esta ultima condi¢cdo efetuada alguns minutos antes da
inoculacdo destas células nos animais hospedeiros. Como ja foi assinalada acima,
esta técnica baseava-se na visualizagdo microscopica de células coradas com azul
de Tripan a 2,5%, identificando-se a relagdo entre células viaveis em relagédo ao total

de células identificadas (Figura 4.20).
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FIGURA 4.20 — Célula tumoral ndo viavel corada em azul, célula vidvel sem coloracao (aumento 10x).

Na tabela 4.25 podem ser visualizados os valores dos respectivos testes de
viabilidade, realizados em triplicata, com o0s respectivos resultados do implante
expressos em termos de percentual de animais responsivos, ao final de 23 dias,
assim como, o percentual de inibicdo tumoral correspondente. Nesta tabela pode-se
verificar que a viabilidade encontrada nos diferentes momentos em que foi realizada
proporcionou valores percentuais acima de 70%, sinalizando a introducéo de células
asciticas viaveis nos animais hospedeiros, para monitoramento do desenvolvimento

tumoral a posteriori.

TABELA 4.25 - Ndmero de camundongos que desenvolveram tumor de Ehrlich ap6s administracao
de células asciticas do tumor de Ehrlich tratadas por 1 hora com diferentes concentra¢des de EE C.
echinata e Metotrexato — MTX.

Tratamentos %V | %V I FT %T %IT
Controle 92 82 5/5 100 0
MTX 0,5mg/mL 92 83 5/6 83 17
EE 6,25mg/mL 92 77 4/6 67 33
EE 12,5mg/mL 92 77 2/6 33 67
EE 6,25 mg/mL 92 66 0/6 0 100

OBS: %VI — Viabilidade inicial das células do tumor de Ehrlich antes do tratamento. %VII —
Viabilidade das células do tumor de Ehrlich, apds o tratamento, num momento anterior a inoculagdo
nos animais. FT — Fracdo de animais tumorados em relagdo ao total de animais no grupo. %T —
Percentual de animais tumorados. %IT — Percentual de inibicdo tumoral.
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Na tabela 4.26 pode-se observar que tanto os animais do grupo controle
como aqueles que receberam células asciticas previamente tratadas com
metotrexato, desenvolveram o tumor de Ehrlich na forma solida, embora os
camundongos que receberam células asciticas pré-tratadas com EE de C. echinata
apresentaram uma relagdo inversa entre o desenvolvimento do tumor e a
concentracdo do extrato aplicada no tratamento das ceélulas asciticas do tumor,

como pode ser melhor visualizado na figura 4.21.

TABELA 4.26 - Variacdo do peso corpdreo (g) em fungdo do tempo (Dias) em camundongos que
receberam células asciticas do tuor de Ehrlich sob diferentes condi¢gbes de tratamento com EE de C.
echinata e Metotrexato — MTX.

Tempo (Dias)
Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8

Controle 52,92 53,38 53,83 53,50 54,17 53,67 52,17 52,33
MTX 0,5 mg/mL 52,88 53,19 5350 53,67 53,33 52,50 53,33 54,83
EE25mg/mL 53,83 54,13 54,42 54,00 54,83 54,50 54,67 55,67
EE 12,5mg/mL 52,17 52,50 52,83 53,17 52,50 53,50 53,67 52,00
EE 6,25 mg/mL 58,04 58,82 59,58 59,67 59,5 595 58,33 56,00

OBS: Os animais do grupo controle recebiam propilenoglicol + salina.
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FIGURA 4.21 - Percentual de animais tumorados, apds 23 dias de inocula¢éo de células asciticas do
tumor de Ehrlich sob diferentes condi¢cbes de tratamento com EE C. echinata e Metotrexato - MTX

Com estes dados, foi possivel estabelecer uma relacdo entre a concentracéo
do extrato aplicada no pré-tratamento e o percentual de inibicdo tumoral, obtendo-se
a expressdo matematica %IT = 3,97.C + 6,6 para um coeficiente de determinacgéo R?
= 0,97 onde “%IT” representa o percentual de inibicdo tumoral e “C” a concentracao
de EE de C. echinata empregada no pré-tratamento. Esta expressédo fornece uma
descricdo da relacdo entre as varidveis assinaladas, uma vez que o coeficiente de
determinacdo foi elevado, atingindo um valor bem préoximo da unidade, que
representaria o valor maximo possivel. Outro aspecto, € que esta relacdo foi
positiva, ou seja 0 %IT aumenta com o aumento da concentracdo, pelo menos
dentro do intervalo de concentracdes empregadas neste trabalho. Também, pode-se
considerar o coeficiente angular da expressdo como a taxa de variacdo do %IT em
funcdo de C, que pela natureza da funcdo matematica obtida € constante, pelo
menos no intervalo de concentragdes avaliado.

Estes dados assinalaram que EE de C. echinata contém substancias, na sua
composi¢cdo, que possuem impacto importante sobre o metabolismo da célula

ascitica do tumor de Ehrlich, inviabilizando-a quanto a sua competéncia em fixar-se
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no hospedeiro e acionar o0s devidos mecanismos para promover 0 Seu
desenvolvimento na forma de um tumor sélido.

Levando-se em consideracdo o0s resultados obtidos nos ensaios de
angiogénese, pode-se dizer que parte deste mecanismo inibitorio pode estar
associado inibicao de estimulos favoraveis para o desenvolvimento da angiogénese,
como também a uma agéo impactante sobre sinalizadores de membrana nas células
cancerigenas, de forma a afetar a sua interacdo com a matriz extracelular,
comprometendo o desenvolvimento de um sistema de proteinas de adeséao celular
adequado a sua fixacdo. De fato, durante a andlise histolégica de fragmentos da
massa tumoral dos grupos que passaram por tratamento com EE de C. echinata,
observou-se que as células apresentavam-se bastante dissociadas. O extrato
etandlico de C. echinata parece intervir tanto sobre a célula isolada do tumor, como
nas diferentes dimensbes de interagdo com a estrutura orgénica do animal
hospedeiro.

E importante destacar que metotrexato ndo teve efeito inibitério satisfatério
sobre as células asciticas do tumor de Ehrlich, uma vez que o percentual de animais
que desenvolveu tumor solido foi elevado. De certo modo, isto denuncia que
metotrexato parece interferir ndo necessariamente sobre a célula cancerigena
diretamente, mas sim nas possiveis relacfes que esta desenvolve com o organismo

hospedeiro, inviabilizando o seu desenvolvimento.
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FIGURA 4.22 - Percentual de Inibicdo tumoral em funcdo da concentracdo de EE C. echinata
empregado no tratamento de células asciticas do tumor de Ehrlich, por uma hora, antes da
inoculacdo nos animais.

Os valores médios referentes ao peso corpéreo de camundongos que
receberam células asciticas do tumor de Ehrlich sob diferentes condicbes de
tratamento com EE de C. echinata e Metotrexato — MTX, e que desenvolveram
tecido tumoral, podem ser visualizados na tabela 4.26. E importante ressaltar que
transcorreram cerca de 13 dias entre o implante e a percepcdo dos sinais de
desenvolvimento do tumor de Ehrlich na condicdo soélida nos animais hospedeiros,
iniciando-se portanto, o acompanhamento do crescimento do tumor por oito dias, a
partir deste periodo.

Para explicitar melhor os dados da tabela 4.26, foi construida a figura 4.23,
permitindo-se a observacdo de que o tumor de Ehrlich teve um crescimento
caracteristico conforme o tipo de tratamento aplicado. Na tabela 4.27 pode-se
visualizar que os animais dos grupos que receberam células asciticas tratadas com
MTX ou EE 25mg/mL apresentaram a concavidade para cima, portanto
apresentaram um ponto de menor ganho de massa corpérea, ao contrario dos

demais tratamentos, inclusive os animais do grupo controle.
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Os animais que receberam células asciticas pré-tratadas com MTX
apresentaram elevado percentual de desenvolvimento tumoral; mas os animais que
receberam células asciticas do tumor de Ehrlich pré-tratadas com EE de C. echinata
a 25 mg/mL ndo desenvolveram tumor, portanto o ganho de massa € real nestes

organismos, ndo por acréscimo da massa tumoral em desenvolvimento.
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FIGURA 4.23 - Variacdo temporal de peso corpéreo em camundongos sob diferentes condi¢cdes de
tratamento com EE de C. echinata e Metotrexato — MTX.
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TABELA 4.27 - Parametros de regressdo das funcbes matematicas que descrevem a variacao
temporal de peso corpéreo em camundongos sob diferentes condi¢cdes de tratamento com EE de C.
echinata + Metotrexato — MTX.

Tratamentos a b c R?
Controle -0,11 0,87 52,12 0,74
MTX 0,5 mg/mL 0,04 -0,27 53,47 0,33
EE 25 mg/mL 0,03 -0,04 54,00 0,75
EE 12,5 mg/mL -0,07 0,71 51,40 0,41
EE 6,25 mg/mL -0,22 1,81 56,23 0,94

Foi realizada uma caracterizacdo do desenvolvimento dos tumores nos
animais hospedeiros que desenvolveram o tumor; os parametros de volume, massa
e densidade dos tumores podem ser visualizados na tabela 4.28. Com os valores de
volume obidos determinou-se o percentual de inibicdo tumoral - %IT, agora
considerando-se 0 crescimento do tumor nos animais responsivos, cujos valores
podem ser visualizados na tabela 4.29. Nesta tabela pode-se observar um
percentual de inibicdo tumoral elevado para as concentracdo de 12,5 mg/mL e 25
mg/mL, proporcionando esta Ultima, como ficou assinalado acima, um percentual de
inibicdo de 100%.

N&o ocorreram grandes diferencas nos tumores quanto a densidade, embora
os valores obtidos tenham assinalado uma densidade baixa, provavelmente devido a
um baixo contetdo de células e de material fibroso na massa tumoral obtida, embora
os volumes do tumor tenham variado conforme o tratamento. Na figura 4.24 podem
ser visualizados graficamente a variacdo de tamanho médio dos tumores obtidos a
partir dos animais responsivos, conforme o tratamento. Nesta figura, merece
destaque o grande volume tumoral obtido a partir dos animais que receberam
células asciticas pré-tratadas com MTX, como também o pequeno volume médio do
tumor obtido para os animais que receberam células asciticas do tumor de Ehrlich
pré-tratadas com EE de C. echinata na concentragéo de 12,5 mg/mL.

Quanto ao MTX, €& possivel que o estimulo efetuado diretamente sobre as
células asciticas, ao invés de té-las inviabilizado metabolicamente, sinalizaram uma

espécie de estresse metabodlico, produzindo uma resposta compensatéria, que



120

potencializou o desenvolvimento do tumor nos animais hospedeiros, 0 que contraria
a expectativa que se tem quanto aos efeitos protagonizados pelo MTX contra o
desenvolvimento de tecidos neoplasicos (SILVA, et al, 2006). Quanto ao efeito de
EE de C. echinata, na concentracdo de 12,5 mg/mL verificou-se que proporcionou
um reduzido desenvolvimento do tumor nos animais responsivos, portanto um efeito

inibitério de 59%, como ja assinalado acima.

TABELA 4.28 - Volume (mm®), massa (g) e densidade (g/mm?®) do tumor de Ehrlich em 23 dias apés
a inoculagdo de células asciticas tratadas com diferentes concentragdes de EE C. echinata e
Metotrexato — MTX.

Tratamentos Volume Massa Densidade
(mm®) (9) (g/ mm®)
Controle 745,57+442,00 2,27+1,39 0,0032+0,0012
MTX 0,5mg/mL  1090,626+772,87 2,63+1,91 0,0024+0,0003
EE 6,25 mg/mL  1492,08+1535,96 2,48+3,31 0,0022+3E-05
EE 12,5 mg/mL 300,46+62,81 0,27+0,37 0,0023+0,0003
EE 25 mg/mL - - -

TABELA 4.29 - Volume do tumor de Ehrlich apés 23 dias de inoculagdo e percentual de inibicao
tumoral, em camundongos que receberam células asciticas prétratadas com diferentes concentracdes
de EE C. echinata e Metotrexato — MTX.

Tratamentos Volume do Tumor % IT
(mm?)

Controle 745,57 + 442,00 -
MTX 0,5mg/mL 1090,63 + 772,87 -46,28
EE 6,25 mg/mL 1492,08 + 1535,96 -100,13
EE 12,5 mg/mL 300,46 + 62,81 59,70

EE 25 mg/mL 0 100,00
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FIGURA 4.24 - Variacdo do volume do tumor de Ehrlich conforme a concentracédo de EE de C.
echinata e Metotrexato — MTX empregado nas preparacdes celulares por uma hora, antes da
inoculacdonos animais. Na concentracdo de 25mg/mL n&o ocorreu crescimento de tumor nos
animais.

Na tentativa de se verificar mais detalhadamente o perfil da variacdo de
volume tumoral nos animais responsivos, procurou-se verificar a variagdo temporal
de volume do tumor nos camundongos responsivos que receberam células asciticas
sob diferentes condicbes de pré-tratamento. Nas figuras 4.25, 4.26.4.27 e 4.28
podem ser observadas as variagbes de volume do tumor de Ehrlich em animais
pertencentes a todos os tratamentos, inclusive o grupo controle; sendo que os
parametros de regressao das funcbes matematicas que descrevem estas variacoes
visualizados respectivamente nas tabelas 4.30, 4.31, 4.32 e 4.33. Em termos gerais
verificou-se que 0s tumores cresceram nos animais responsivos de forma
caracteristica conforme o tipo de tratamento, sendo que na tabela 4.34 encontram-
se resumidos os valores médios e o0s respectivos desvios referentes aos coeficientes
angulares de todas as fun¢des matematicas obtidas, para cada tipo de tratamento
empregado, apresentando-se graficamente representados na figura 4.29.

Considerando-se, entretanto, o coeficiente angular como um parametro que

avalia a taxa de crescimento tumoral em relagdo ao tempo, pode-se dizer que a
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menor taxa de crescimento observada foi referente aos tumores de animais que
receberam células asciticas pré-tratadas com EE e C. echinata na concentracdo de
12,5mg/mL, valor este significativamente diferente em relacdo aos resultados
observados para o grupo controle, para um valor de p < 0,05. Lembrando-se,
entretanto, que o pré-tratamento de células asciticas com EE de C. echinata a 25
mg/mL proporcionou uma inibigdo tumoral de 100%, como ja assinalado acima.

Também é interessante destacar o fato de que células asciticas tratadas com
MTX 0,5 mg/mL apresentou a maior taxa de crescimento tumoral, superando mesmo
a taxa observada para os tumores dos animais do grupo controle, quando aplicada
nos camundongos hospedeiros; o que reintera o fato de que MTX funcionou como
um estimulo que ao invés de inibir, estimulou o desenvolvimento dos tumores nos
animais responsivos.

Em termos gerais, € interessante destacar o fato de que alteracfes na taxa de
crescimento do tumor sinalizam acgdes de interferéncias sobre os mecanismos que
regulam e definem os padrbes de desenvolvimento da massa tumoral em
crescimento, portanto um alvo relativamente diferente dos convencionalmente
abordados nos estudos da carcinogénese. Deste modo pode-se inferir que EE de C.
echinata, de alguma forma interfere sobre estes mecanismos, e que esta
interferéncia parece aumentar com o0 aumento da concentracdo ou da dose

empregada.
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FIGURA 4.25 - Variacdo temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos do grupo
controle, que receberam células asciticas tratadas com polietileno glicol em solugéo salina por uma
hora antes da inoculacdo nos animais.

TABELA 4.30 - Parametros de regressao das fun¢des matematicas que descrevem a variagao
temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos do grupo controle, que receberam células
asciticas tratadas com propilenoglicol em solugdo salina por uma hora antes da inoculacdo nos

animais.
Animais a R?
CM 0,03 0 1,00E-31
RM 10,40 81,53 0,92
LM 18,17 274,60 0,89
CR 14,18 275,10 0,67
SM 23,47 126,60 0,53
CRL 20,35 210,80 0,86
Media 17,314 - -
Desvio 5,135 - -

OBS: a — Coeficiente angular; b — Coeficiente linear; R — Coeficiente de determinacao.
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FIGURA 4.26 - Variacdo temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos do grupo controle
que receberam células asciticas tratadas com 0,5mg/mL de Metotrexato — MTX por uma hora, antes
da inoculacdo nos animais.

TABELA 4.31 - Parametros de regressdo das funcbes mateméticas que descrevem a variacao
temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos do grupo controle que receberam células
asciticas tratadas com 0,5mg/mL de Metotrexato — MTX por uma hora, antes da inoculagdo nos

animais.

Animais a b R?

CM - - -
RM 43,14 133,90 0,68
LM 17,78 44,39 0,70
CR 68,29 -63,28 0,85
SM 6,54 0,78 0,64
CRL 7,74 17,79 0,82

Media 28,698 - -

Desvio 26,578 - -

OBS: a — Coeficiente angular; b — Coeficiente linear; R — Coeficiente de determinacao.
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FIGURA 4.27 - Variacao temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos do grupo controle
que receberam células asciticas tratadas com 12,5mg/mL de EE C. echinata por uma hora, antes da
inoculacdo nos animais.

TABELA 4.32 - Parametros de regressdo das funcbes mateméticas que descrevem a variacdo
temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos do grupo controle que receberam células
asciticas tratadas com 12,5mg/mL de EE C. echinata por uma hora, antes da inoculagdo nos animais.

Animais a b R?
CM - - -
RM - - -
LM
CR 3,10 9,49 0,69
SM - - -
CRL 3,17 9,03 0,89

Media 3,134 - -
Desvio 0,053 - -

OBS: a — Coeficiente angular; b — Coeficiente linear; R — Coeficiente de determinagéo.
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FIGURA 4.28 - Variacao temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos do grupo controle
que receberam células asciticas tratadas com 6,25 mg/mL de EE C. echinata por uma hora antes da
inoculagdo nos animais.

TABELA 4.33 - Parametros de regressdo das funcBes mateméticas que descrevem a variacao
temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos do grupo controle que receberam células
asciticas tratadas com 6,25 mg/mL de EE de C. echinata por uma hora antes da inoculagdo nos
animais.

Animais a b R?
CM 5,01 -0,35 0,74
RM 4,31 -2,91 0,86
LM 41,63 168,70 0,86
CR 45,38 -35,77 0,80
SM 23,26 212,20 0,27
CRL

Media 23,9186 - -
Desvio 19,47199 - -

OBS: a — Coeficiente angular; b — Coeficiente linear; R — Coeficiente de determinacao.
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TABELA 4.34 - Coeficientes angulares (a) das funcdes matematicas que descrevem a variacao
temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos inoculados com células asciticas tratadas
com diferentes concentragbes de EE de C. echinata ou Metotrexato — MTX por uma hora antes da
inoculacdo nos animais.

Tratamentos Media Desvio Cv
Controle 17,314 5,134971 29,65791
MTX 0,5 mg/mL 28,6982 26,57758 92,61062
EE 12,5 mg/mL 3,1335 0,053033 1,692453
EE 6,25 mg/mL 23,9186 19,47199 81,40941

OBS: O coeficiente angular numa funcgéo linear diz respeito a taxa de variacao infinitesimal da funcéo
no intervalo temporal.
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FIGURA 4.29 - Taxa de crescimento do tumor de Ehrlich em camundongos inoculados com células
asciticas tratadas com diferentes concentragbes de EE C. echinata ou Metotrexato — MTX por uma
hora antes da inoculagdo nos animais. * Diferenca significativa em relacdo ao controle para um valor
de p < 0,05.

Numa etapa subsequente, foram observados alguns 6rgdos dos animais
responsivos aos tumores nos diferentes tratamentos, avaliando-se o peso relativo
destas estruturas. E importante que se diga que o peso relativo € uma medida de

normalizacdo de dados, que permite a comparagdo cruzada entre estruturas
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semelhantes de diferentes tipos de tratamentos, considerando-se como melhor
estimativa do desenvolvimento metabdlico dos animais de cada grupo, o proprio
peso corporeo.

Na tabela 4.35 podem ser observados os respectivos valores de peso relativo
de o6rgdos como pulmdo, figado, rins e bago de camundongos que receberam
células asciticas pré-tratadas com diferentes concentracdes de EE de C. echinata.
Entretanto, na figura 4.30 podem ser visualizados os valores de peso relativo
referentes ao pulmdo dos animais que desenvolveram tumores. Nesta figura
observou-se que em todos os tratamentos ocorreu reducdo do peso relativo do
orgdo em relacdo aos valores observados para os animais do grupo controle. Em
principio, as alteracfes observadas correlacionam-se com a presenca de células
asciticas estimuladas com diferentes concentracdes de mediadores, pelo menos na
fase inicial quando da inoculagdo nos animais hospedeiros. Porém, por limitacdes da
metodologia empregada nesta pesquisa, ndo € possivel afirmar se estas células
produziram mediadores que concorreram para a reducdo da massa pulmonar.

Ja com relacdo ao figado, ndo foram observadas diferencas de peso relativo
guanto aos tratamentos empregados, conforme mostram os dados na figura 4.31.

Em relacdo aos animais do grupo controle, o rim de animais que receberam
células asciticas pré-tratadas com EE de C. echinata na concentracao de 25 mg/mL
apresentaram uma reducao de peso relativo significativa para um valor de p < 0,05.
Isto denota que possiveis metabdlitos gerados a partir da interacdo das células
asciticas com componentes do meio interno do hospedeiro, nos diferentes
momentos do desenvolvimento do tumor, interferiram sobre o metabolismo do tecido
renal, conforme mostram os dados da figura 4.32. Durante andlise histopatoldgica do
tecido renal verificamos que os animais deste grupo apresentavam degeneragao
turva, degeneracéo vacuolar e retracio glomerular (APENDICE B). Estas diferencas
também foram observadas em relacdo aos pré-tratamentos efetuados tanto com
MTX (p = 0,025), e EE de C. echinata a 12,5 mg/mL (p = 0,021), neste grupos foi
evidenciado degeneragdo turva e vacuolar, durante a verificagdo histopatologica
(APENDICE B) (COELHO, 2002).

Na figura 4.33 podem ser observados os valores médios de peso relativo para
0 baco de camundongos que receberam células asciticas tratadas com diferentes
concentracdes de EE de C. echinata, MTX e animais do grupo controle. Nesta figura

observou-se que os tratamentos com EE de C. echinata nas concentracdes de 12,5
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mg/mL e 25 mg/mL proporcionaram uma reducao significativa do peso relativo deste
orgdo em relacdo aos valores observados para os animais do grupo controle, sendo
gue a maior concentracdo promoveu uma maior reducéo do peso relativo.

Valem também neste caso a indagacdo de que maneiras células asciticas
estimuladas com EE de C. echinata conseguiriam promover a producdo de
mediadores que concorressem para a redugao do bago?

E importante lembrar que nos ensaios toxicolégicos com EE C. echinata em
ratos, foi observado nos exames hematolégicos uma reducdo importante nos
glébulos brancos e nas plaquetas, protagonizadas pela possivel participacdo de
substratos ativos para com 0s mecanismos associados a producdo de células

imunoldgicas, como ja foi discutido acima.

TABELA 4.35 - Peso relativo dos 6rgaos (g/g de peso corpdreo), de camundongos que receberam
células asciticas do tumor de Ehrlich tratadas com diferentes concentracdes de EE C. echinata e
Metotrexato — MTX.

Tratamentos Pulméo Figado Rins Baco
Controle 0,009+0,002 0,047+0,006 0,012+0,002 0,009+0,001
MTX 0,5 mg/mL  0,006+0,002 0,041+0,008 0,010+0,001 0,010+0,005
EE 25 mg/mL 0,006+0,002 0,039+0,005 0,009+0,001 0,005+0,001
EE 12,5 mg/mL  0,006+0,001 0,040+0,005 0,011+0,002 0,007+0,002
EE 6,25 mg/mL  0,006+0,001 0,043+0,013 0,010+0,002 0,009+0,004
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FIGURA 4.30 - Peso relativo do pulméo (g/g de peso corpéreo), de camundongos que receberam
células asciticas do tumor de Ehrlich tratadas com diferentes concentracées de EE de C. echinata e
Metotrexato — MTX.* Diferenca significativa para um valor de p < 0,05.
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FIGURA 4.31 - Peso relativo do Figado (g/g de peso corpéreo), de camundongos que receberam
células asciticas do tumor de Ehrlich tratadas com diferentes concentracdes de EE de C. echinata e

Metotrexato — MTX.
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FIGURA 4.32 - Peso relativo do Rim (g/g de peso corpoéreo), de camundongos que receberam células
asciticas do tumor de Ehrlich tratadas com diferentes concentracbes de EE de C. echinata e
Metotrexato — MTX. * Diferenc¢a significativa para um valor de p < 0,05.
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FIGURA 4.33 - Peso relativo do bago (g/g de peso corporeo), de camundongos que receberam
células asciticas do tumor de Ehrlich tratadas com diferentes concentragfes de EE de C. echinata e
Metotrexato — MTX. * Diferenca significativa para um valor de p < 0,05.
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Quanto as andlises séricas de animais que receberam células asciticas pré-
tratadas com diferentes concentracées de EE de C. echinata, MTX e controle, tem-
se nas tabelas 4.36 e 4.37 os parametros hematoldgicos. Do ponto de vista
estatistico as diferencas significaticas importantes para um valor de p < 0,05, foram
encontradas para os parametros RBC (p= 0,014), HTC (p = 0,024), VCM (p = 0,044)
e WBC (p = 0,040), identificando-se uma reducdo em todos 0s parametros
destacados para o tratamento das células asciticas com a concentracdo de EE de C.
echinata de 12,5 mg/mL contra 25 mg/mL.

TABELA 4.36 - Pardmetros hematolégicos, de camundongos que receberam células asciticas do
tumor de Ehrlich tratadas com diferentes concentracdes de EE C. echinata e Metotrexato — MTX.

Tratamentos RBC HGB HTC VCM
(10%/mm3) (g%) (%) )
Controle 6,85+1,26 8,6245,15 36,20+7,26 52,72+2,06
MTX 0,5 mg/mL 6,06+1,50 11,38+1,80 35,20+5,89 61,27+21,18
EE 25 mg/mL 7,46+0,81 11,07+2,30 38,80+4,66 51,95+1,00
EE 12,5 mg/mL 5,64+1,19 9,68+1,71 30,00+6,38 53,23+0,92

EE 6,25 mg/mL

RBC: hemécias; HGB: hemoglobina; ; HTC: hematdcrito; VCM: volume corpuscular médio;

TABELA 4.37 - Parametros hematolégicos, de camundongos que receberam células asciticas do
tumor de Ehrlich tratadas com diferentes concentra¢des de EE C. echinata e Metotrexato — MTX.

Tratamentos HCM CHCM WBC
(pg) (%) (/mm?)
Controle 15,58+2,51 29,60+4,95 8220+6024,70
MTX 0,5 mg/mL 19,78+6,55 32,38+0,63 9740+5220,44
EE 25 mg/mL 15,00+3,43 28,99+6,98 7500+3276,43
EE 12,5 mg/mL 17,28+0,75 32,47+1,45 4075+550,00

EE 6,25 mg/mL

HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: Concentracdo de hemoglobina corpuscular média;

WBC: leucécitos.

Os parametros bioquimicos séricos referentes aos animais inoculados com

suspensao de células tumorais pré-tratadas com diferentes concentracdes de EE de
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C. echinata e MTX podem ser visualizados nas tabelas de 4.38 a 4.41. Como
principais resultados relevantes verificou-se que ocorreu uma redugao significativa
de &cido Urico nos animais que receberam células tumorais pré-tratadas com EE de
C. echinata na concentracdo de 25 mg/mL, principalmente em relacdo ao grupo
controle (p = 0,004) e ao grupo inoculado com células tumorais que foram tratadas
com MTX (P = 0,003). Foi verificada uma reducéo de creatina neste mesmo grupo (p
= 0,03). Com relacdo a reducdo do acido urico, pode-se associar este fato as
possiveis interferéncias de metabdlitos gerados a partir da interacdo de células do
carcinoma de Ehrlich pré-tratadas com EE de C echinata com os diferentes dominios
do metabolismo do animal hospedeiro, de forma que estas alteragoes,
possivelmente, interferiram sobre o metabolismo de proteinas e acidos nucleicos
desses organismos. O mesmo tipo de argumento poderia ser transferido a caso da
reducdo dos niveis de creatinina observados, o que também denuncia interferéncias
importantes sobre os mecanismos de fosforilagdo e desfosforilacdo associados, por
exemplo, as acles da creatina fosfato, reacdo esta associada ao metabolismo do
tecido muscular.

Estas alteracdes metabdlicas também foram reveladas em relacdo aos niveis
de ALT, que se apresentaram reduzidos em relacdo ao grupo em que as células
asciticas foram tratadas com MTX (p = 0,04). A reducéo das transaminases também
foi observada no ensaio de toxicidade subcrénica realizado em ratos, este resultado
pode estar correlacionado ao processo de regeneracdo hepatica, aqui também foi
evidenciada a presenca de inumeros hepatdcitos binucleados, durante andlise
histopatolégica do tecido hepético (Apéndice B) (MELO et al., 2006; MARTINO,
2010).

Estes dados vao ao encontro dos resultados encontrados por autores como
Lima, Oliveira e Nagem (2003) que, através de seu estudo sobre os efeitos do
flavonoide quercetina e dos corantes bixina e norbixina sobre parametros
sanguineos de coelhos, verificaram que os compostos testados foram capazes de
provocar alteragcdo no metabolismo de aminoécidos, proteinas, acidos nucleicos ou
minerais, promovendo a reducgdo dos niveis de acido Urico, creatinina e ALT nos
animais.

Com o andamento da investigagdo ha perspectivas de se encontrar com o

mesmo tipo de substrato, uma nova conformacdo de modelagem experimental, e
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verificarmos novos dados sobre os mecanismos de agédo preconizados pelas

substéancias presentes no EE de C. echinata.

TABELA 4.38 - Parametros bioquimicos, de camundongos que receberam suspenséo de células do
carcinoma de Ehrlich tratadas com diferentes concentrag6es de EE de C. echinata e Metotrexato —
MTX.

Tratamentos HDL VLDL LDL Col. Total
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Controle 42,20+7,76  49,20+9,87 109,40+72,56 56,33+10,13
MTX 0,5 mg/mL  48,40+6,43 41,20+9,06 5,60... 60,67+£23,28
EE 25 mg/mL 44,00+6,58 - - 52,60£18,35
EE 12,5 mg/mL  38,60+10,62 - - 83,67+60,42
EE 6,25 mg/mL  30,00+£11,27 - 56,00+18,89 117,67+18,77

OBS: Col. Total — Colesterol total.

TABELA 4.39 - Pardmetros bioquimicos, de camundongos que receberam que receberam suspenséo
de células do carcinoma de Ehrlich tratadas com diferentes concentragdes de EE de C. echinata e
Metotrexato — MTX.

Tratamentos Triglic. Glicose Ac. Urico Uréia
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Controle 213,50+53,07 236,83+103,0 5,78+1,68 52,00+6,26
1

MTX 0,5 mg/mL  178,83+44,87 214,80+49,39 8,90+3,01 36,50+13,37
EE 25 mg/mL 132,5+61,89 210,83+79,52 2,62+1,39 46,17+20,66

EE 12,5 mg/mL  161,00+67,77 246,8+60,81  5,28+2,27 54,50+8,76

EE 6,25 mg/mL  270,25+67,64 4,875+1,41 48,75+10,01 0,40%0,10
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TABELA 4.40 - Parametros bioquimicos, de camundongos que receberam suspensao de células do
carcinoma de Ehrlich tratadas com diferentes concentracdes de EE de C. echinata e Metotrexato —

MTX.

Tratamentos Creatinina Proteinas Totais Albumina
(mg/dL) (mg/dL) (g/dL)
Controle 0,60+0,21 7,00+0,10 1,87+0,10
MTX 0,5 mg/mL 0,94+0,90 7,63+0,99 1,9040,78
EE 25 mg/mL 0,25%0,07 6,15+1,52 1,80+0,42
EE 12,5 mg/mL 0,45+0,07 7,78+0,52 2,02+0,27
EE 6,25 mg/mL 7,63+0,55 2,33+0,98 296,00£169,52

TABELA 4.41 - Parametros bioquimicos, de camundongos que receberam suspensao de células do
carcinoma de Ehrlich tratadas com diferentes concentrac6es de EE de C. echinata e Metotrexato —

MTX.
Tratamentos AST ALT Fosfatase Alc.
(u/L) (u/L) (u/L)
Controle 175,60+105,56 65,20+46,60 22,00
MTX 0,5 mg/mL  115,60+66,001 68,00+12,63 -
EE 25 mg/mL 184,50+100,06 51,83+13,62 61,00+37,82
EE 12,5 mg/mL  189,33+100,56 53,50+22,46 99,67+70,78
EE 6,25 mg/mL 41,50+15,33 45,00 -

4.7.2 Efeitos do EE C. echinata sobre o crescimento tumoral em animais

pré-tratados com inibidores da cascata do acido araquidoénico.

Sabe-se que a inflamacdo € um componente critico da progressao do tumor,
desta forma substancias capazes de inibir os mediadores da inflamacéo tém sido
estudados como agentes quimioprotetores contra o cancer (LU; OUYANG; HUANG,
2006). Considerando o potencial anti-inflamatorio do EE de C. echinata comprovado
por Silva (2006), e sua capacidade de impedir progressao da angiogénese em um
modelo inflamatdério, além de seu desempenho na inibicdo de radicais livres, ambas

as atividades apresentadas e discutidas neste trabalho; levantamos a seguinte
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hipétese: Seria 0 EE de C. echinata capaz de inibir a progressao tumoral através de
mecanismos inter-relacionados a cascata do &cido araquidénico?

Na tentativa de se elucidar possiveis caminhos para a determinacdo dos
principais fatores associados aos mecanismos de a¢ao protagonizados pelo extrato
etandlico (EE) de C. echinata, realizamos ensaios com uma concentracao de extrato
eficiente para inibicAo tumoral, mas aplicando-a em animais pré-tratados com
inibidores da cascata do acido araquidbnico: dexametasona — inibidor indireto da
fosfolipase A, e indometacina — inibidor néo seletivo da COX (ARRUDA, 2002).

Na tabela 4.42, visualizam-se os valores médios referentes ao peso corpéreo
de camundongos pré-tratados com dexametasona (3,93 mg/Kg) e indometacina
(3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE de C. echinata (25mg/Kg), que receberam

suspensao de células do carcinoma de Ehrlich.

TABELA 4.42 - Media de peso corpéreo (g) ao longo do tempo, de camundongos pré-tratados com
dexametasona (3,93 mg/Kg) e indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE de C. echinata
(25mg/Kg), induzidos com suspensao de células do carcinoma de Ehrlich.

Tempo (Dias)

Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8

Controle 41,70 41,58 42,40 45,10 4490 45,00 46,40 47,63
DEXA+EE 40,42 40,10 39,83 39,67 39,08 39,17 39,33 40,17
INDO+EE 41,25 42,50 41,00 42,75 42,00 43,50 4550 45,00

SF+EE 42,25 41,50 42,67 43,08 42,50 43,17 44,00 44,83

OBS: DEXA+EE — Dexametasona + EE C. echinata. INDO+ EE — Indometacina + EE C. echinata.
SF+EE. Soro fisiolégico + EE C. echinata.

Para melhor elucidacdo dos efeitos, construiu-se a figura 4.34, cujos
parametros de regressao podem ser visualizados na tabela 4.43. Uma observacgao
atenta ao sinal do coeficiente angular nos permite observar que o0s animais pré-
tratados com dexametasona - DEXA que receberam suspensdo de células do
carcinoma de Ehrlich + 25mg/Kg de EE de C. echinata apresentaram uma reducéo
do peso corpéreo ao longo do tempo. Nesta mesma tabela 4.43, assim como na
figura 4.35 observou-se que 0s animais deste grupo apresentaram a menor taxa de
massa corpérea, em relagdo aos demais tratamentos. Este fato denuncia uma

importante interferéncia sobre o metabolismo animal, principalmente relacionado
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com a participacdo de mediadores da cascata do &cido araquidénico neste

processo.
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FIGURA 4.34 - Variacdo temporal do peso corpdreo (g), em camundongos pré-tratados com
dexametasona (3,93 mg/Kg) ou indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE de C. echinata
(25mg/Kg), ou soro fisiologico, induzidos com suspenséo de células do carcinoma de Ehrlich.

TABELA 4.43 - Parametros de regressao das fungdes matematicas que descrevem a variagao
temporal do peso corpéreo (g), em camundongos pré-tratados com dexametazona (3,93 mg/Kg) ou
indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE C. echinata (25mg/Kg), ou soro fisiol6gico (SF),
induzidos com suspenséao de células do carcinoma de Ehrlich.

Tratamentos a b R? Derivada |
Controle 0,871 40,418 0,918 0,871
DEXA+EE -0,097 40,158 0,233 -0,097
INDO+EE 0,571 40,366 0,728 0,571
SF+EE 0,375 41,312 0,780 0,375

OBS: DEXA+EE — Dexametasona + EE C. echinata. INDO+ EE — Indometacina + EE C. echinata.

SF+EE. Soro fisiologico + EE C. echinata. a - Coeficiente angular; b-

Coeficiente de determinacao.

coeficiente linear; R?
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FIGURA 4.35 - Taxa de ganho de massa em funcdo do tempo, em camundongos pré-tratados com
dexametazona (3,93 mg/Kg) ou indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE C. echinata
(25mg/Kg), ou soro fisioldgico (SF), induzidos com suspenséo de células do carcinoma de Ehrlich.

A analise do processo de crescimento tumoral possibilitou constatar que o
volume médio do tumor variou em funcao do tipo de tratamento empregado. Para o
grupo controle os dados sobre a variagcao temporal do volume do tumor podem ser

visualizados na tabela 4.44 e figura 4.36.

TABELA 4.44 - Variagao temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos do grupo controle,
induzidos com suspenséo de células do carcinoma de Ehrlich.

Tempo (Dias)

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8
CM 0 0 0,0094 0,0094 0,1340 1,6078 2,3740 1,8575
RM 0 0,0005 0,0005 0,0335 0,0523 0,2680 1,8758 3,3915
LM 0 0,0005 0,0188 0,0188 0,1539 1,6413 3,2219 1,2059
CR 0 0,0005 0,0042 0,0005 0,0251 0,1283 0,4187 1,7418
SM 0 0,0005 0,0005 0,0005 0,0283 0,1047 0,2680 1,0614

CRL 0 0 0 0 0 0 0 0
*Media 1,8516
Desvio 0,9253

OBS:* Valor medio do volume do tumor ao 8° dia, apds inicio de desenvolvimento tumoral.
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FIGURA 4.36 - Variagdo temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos do grupo controle,
induzidos com suspenséao de células do carcinoma de Ehrlich.

A variacédo temporal do volume do tumor pode ser descrita por uma fungao

matematica do tipo quadratica cujos e 0s parametros de regressao podem ser

visualizados na tabela 4.45. Nesta ultima tabela (4.45), verificou-se que o tumor teve

0 seu menor desenvolvimento no tempo de 2,11+ 1,68 dias.

TABELA 4.45 - Parametros de regressdo das funcbes mateméticas que descrevem a variacao
temporal do volume do tumor (mms) em camundongos do grupo controle, induzidos com suspenséao
de células do carcinoma de Ehrlich.

Animais a b c R’ Derivada* Condicdo Tempo**
CM 0,058 -0,171 0,029 0,813 0,764 Minimo 1,46
RM 0,145 -0,902 1,062 0,933 1,419 Minimo 3,11
LM 0,035 0,040 - 0,559 0,594 Minimo -0,58

0,281
CR 0,072 -0,473 0,583 0,843 0,678 Minimo 3,29
SM 0,043 -0,279 0,341 0,855 0,409 Minimo 3,25
CRL - - - - - - -
Media 0,773 2,11
Desvio 0,399 1,68
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OBS: a, b e ¢ sado coeficientes de uma fungéo do tipo quadratica; R? — Coeficiente de determinacgéo. *
Derivada de uma funcao quadratica no oitavo dia de crescimento tumoral.** Tempo em que a fungao
apresenta a menor resposta de crescimento tumoral (Dias).

Na tabela 4.46 podem ser observados os valores referentes a variagdo
temporal do volume do tumor em animais pré-tratados com DEXA e que foram
induzidos, posteriormente, com suspensao de células do carcinoma de Ehrlich + EE
de C. echinata na dose de 25 mg/Kg. Nesta tabela pode ser observado que 0 %IT =
92,11 assinalando um importante efeito inibitério protagonizado pelo extrato em
associacdo com o pré-tratamento com DEXA. A representacdo grafica desta
variacdo de volume tumoral pode ser melhor visualizada na figura 4.37. Os
parametros de regressao das funcdes matematicas que melhor descrevem estas

variacbes podem ser visualizados na tabela 4.47.

TABELA 4.46 - Variacdo temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos que recebia
tratamento com DEXA (3,93 mg/Kg) + EE C. echinata (25 mg/Kg), e posteriormente induzidos com
suspenséao de células do carcinoma de Ehrlich.

Tempo (Dias)

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8
CM 0 0 0 0,0005 0,0005 0,0010 0,0262 0,4239
RM 0 0 0,0005 0,0005 0,0094 0,0094 0,0141 0,2544
LM 0 0,0005 0,0011 0,0011 0,0011 0,0141 0,1282 0,0754
CR 0 0,0005 0,0005 0,0005 0,0042 0,0141 0,0393 0,0335
SM 0 0 0,0005 0,0040 0,0042 0,0094 0,1131 0,0141

CRL 0 0,0005 0,0021 0,0042 0,0042 0,0042 0,0523 0,0753
*Media 0,1462
Desvio 0,1606

%IT 92,11

OBS:* Valor medio do volume do tumor ao 8° dia, apds inicio de desenvolvimento tumoral. %IT —
Percentual de inibicdo tumoral.
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FIGURA 4.37 - Variacdo temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos tratados com DEXA
(3,93 mg/Kg) + EE de C. echinata (25 mg/Kg), induzidos com suspensao de células do carcinoma de
Ehrlich.

Na tabela 4.47 pode-se verificar que o tempo de resposta minima ocorreu em
2,23 + 1,05 dias. E importante frisar que este ponto tem uma grande importancia
principalmente considerando-se a possibilidade, em ensaios futuros, de se avaliar os
efeitos de EE de C. echinata em tratamento crénico deste tipo de tumor;
considerando-se que esta reducdo de efeito pode estar relacionada com a
eliminacao ou biotransformacéo das substancias ativas presentes no extrato, neste
intervalo, e a compensacdo da dose pode aumentar a eficacia do extrato no
processo inibitorio.

TABELA 4.47 - Parametros de regressdo das funcbes mateméaticas que descrevem a variacao
temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos tratados com DEXA (3,93 mg/Kg) + EE C.
echinata (25 mg/Kg), induzidos com suspensao de células do carcinoma de Ehrlich.

Animais a b C R? Derivada* Condicdo Tempo**
CM 0,018 -0,123 0,157 0,712 0,162 Minimo 3,46
RM 0,019 -0,069 0,088 0,708 0,238 Minimo 1,81
LM 0,004 -0,018 0,017 0,666 0,040 Minimo 2,47

CR 0,001 -0,005 0,005 0,876 0,014 Minimo 2,25
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SM 0,001 0,001 -0,006 0,283 0,012 Minimo 0,44
CRL 0,003 -0,018 0,022 0,903 0,031 Minimo 2,97
Media 0,08275 2,23
Desvio 0,094379 1,05

OBS: a, b e ¢ s&o coeficientes de uma funcéo do tipo quadratica; R” — Coeficiente de determinac&o. *
Derivada de uma funcao quadratica no oitavo dia de crescimento tumoral.** Tempo em que a fungao
apresenta a menor resposta de crescimento tumoral (Dias).

Para as condi¢Bes de pré-tratamento dos animais com indometacina — INDO,
na qual posteriormente os animais receberam suspensdo de células do carcinoma
de Ehrlich + EE de C. echinata na dose de 25 mg/Kg o %IT foi de 9,03, conforme os
dados de variacao temporal de volume do tumor assinalados na tabela 4.48 e figura
4.38.

TABELA 4.48 - Variacdo temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos que recebia
tratamento com INDO (3,58 mg/Kg) +EE C. echinata (25 mg/Kg), e posteriormente induzidos com
suspenséao de células do carcinoma de Ehrlich.

Tempo (Dias)

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8
CM 0 0 0,004 0,004 0,009 0,014 0,052 2,546
RM 0 0,001 0,002 0,000 0,025 0,056 0,170 0,823
LM 0 0 0 0 0 0 0 0
CR 0 0 0 0 0 0 0 0
SM 0 0 0 0 0 0 0 0
CRL 0 0 0 0 0 0 0 0

*Media 1,684

Desvio 1,218
%IT 9,03

OBS:* Valor medio do volume do tumor ao 8° dia, apds inicio de desenvolvimento tumoral. %IT —
Percentual de inibicdo tumoral.
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FIGURA 4.38 - Variagcédo temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos tratados com INDO
(3,58 mg/Kg) + EE C. echinata (25 mg/Kg), induzidos com suspenséo de células do carcinoma de
Ehrlich.

Os parametros de regressao das funcbes que descrevem a variacdo de
volume tumoral em animais pré-tratados com INDO podem ser visualizados na
tabela 4.49. Aqui verificou-se que o pré-tratamento com INDO néo inibiu o
crescimento dos tumores neste grupo de tratamento, assim como EE de C. echinata
com soro fisioldgico, onde obteve-se um %IT = -4,36 conforme mostram os dados da
tabela 4.50. O EE de C. echinata estimulou o crescimento do tumor, ao invés de
inibi-lo, para a dose empregada. Os dados referentes a variacdo do volume do tumor
em animais com soro fisiolégico + extrato podem ser observados na tabela 4.50 e
figura 4.39; sendo os parametros de regressdo das func6es matematicas obtidas,
visualizados na tabela 4.51.
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TABELA 4.49 - Parametros de re3gresséo das funcBes matematicas que descrevem a variacao
temporal do volume do tumor (mm®) em camundongos tratados com INDO (3,58 mg/Kg) + EE C.
echinata (25 mg/Kg), induzidos com suspensao de células do carcinoma de Ehrlich.

Animais a b C R? Derivada* Condicdo Tempo**
CM 0,106 -0,735 0,943 0,681 0,956 Minimo 3,48
RM 0,034 -0,221 0,273 0,820 0,315 Minimo 3,29
LM 0 0 0 0 0 - -
CR 0 0 0 0 0 - -
SM 0 0 0 0 0 - -
CRL 0 0 0 0 0 - -

Media 0,636 3,39

Desvio 0,453 0,13

OBS: a, b e ¢ s&o coeficientes de uma funcéo do tipo quadratica; R” — Coeficiente de determinac&o. *
Derivada de uma funcdo quadrética no oitavo dia de crescimento tumoral.** Tempo em que a funcéo
apresenta a menor resposta de crescimento tumoral (Dias).

TABELA 4.50 - Variacdo temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos que recebia
tratamento com solucéo fisioldgica (SF) +EE C. echinata (25 mg/Kg), e posteriormente induzidos com

suspensdao de células do carcinoma de Ehrlich.

Tempo (Dias)

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8
CM 0 0,001 0,004 0,004 0,004 0,025 0,050 3,082
RM 0 0,001 0,004 0,004 0,006 0,014 0,033 1,150
LM 0 0 0,001 0,001 0,014 0,052 0,254 0,973
CR 0 0 0,004 0,001 0,034 0,200 0,419 1,413
SM 0 0,001 0,014 0,014 0,052 0,103 0,134 1,415
CRL 0 0 0,001 0 0,004 0,014 0,262 3,561

*Media 1,932

Desvio 1,099
%IT -4,36

OBS:* Valor medio do volume do tumor ao 8° dia, ap0s inicio de desenvolvimento tumoral. %IT —
Percentual de inibicdo tumoral.
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FIGURA 4.39 - Variacdo temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos tratados com soro
fisiologico (SF) + EE C. echinata (25 mg/Kg), induzidos com suspensé&o de células do carcinoma de
Ehrlich..

TABELA 4.51 - Pardmetros de regressdo das funcbes mateméticas que descrevem a variacdo
temporal do volume do tumor (mm3) em camundongos tratados com soro fisiolégico (SF) + EE C.
echinata (25 mg/Kg), induzidos com suspenséao de células do carcinoma de Ehrlich.

Animais a b c R®> Derivada* Condicdo Tempo**
CM 0,128 -0,891 1,143 0,679 1,156 Minimo 3,48
RM 0,048 -0,329 0,422 0,687 0,431 Minimo 3,46
LM 0,041 -0,268 0,330 0,849 0,383 Minimo 3,29
CR 0,057 -0,360 0,434 0,886 0,547 Minimo 3,18
SM 0,056 -0,372 0,470 0,739 0,519 Minimo 3,34
CRL 0,150 -1,033 1,316 0,722 1,359 Minimo 3,46

Media 0,733 3,37

Desvio 0,416 0,12

OBS: a, b e ¢ s&o coeficientes de uma funcéo do tipo quadratica; R” — Coeficiente de determinac&o. *
Derivada de uma funcdo quadrética no oitavo dia de crescimento tumoral.** Tempo em que a funcao
apresenta a menor resposta de crescimento tumoral (Dias).

Na figura 4.40 podem ser comparados 0s respectivos valores de taxa de
variacdo infinitesimal de volume tumoral obtidas para todas as condicbes de pré-
tratamentos empregadas, observando-se que o pré-tratamento com DEXA e a

aplicagcéo de EE C. echinata ofereceu a menor taxa de crescimento tumoral. Isto de
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certa forma mostra que componentes da cascata do &cido araquidénico modulam o
processo de inibicdo tumoral protagonizado pela participacdo posterior de EE C.
echinata. E também importante revelar que EE C. echinata n&o inibiu o crescimento
do tumor de Ehrlich, embora tenha conseguido este intento em associacdo com o
pré-tratamento com DEXA, embora ndo com INDO, indicando que, provavelmente,
0S mecanismos envolvidos na inibicdo tumoral requerem a participagdo de outros
componentes da cascata talvez associados a expressao de COX-2. De fato, uma
super expressdo da enzima Cox-2 tem sido demonstrada em muitas neoplasias
malignas (GREENHOUGH et al., 2009). Os altos niveis de Cox-2 estdo envolvidos
na angiogénese, no processo de invasdo tumoral, no fenbmeno de resisténcia a
apoptose e na supressdo da imunidade antitumoral (COUSSENS; WERB, 2002;
SANDLER; DUBINETT, 2004).

Deste modo, as drogas anti-inflamatérias podem atuar em varios alvos
impedindo a progressdo tumoral através de vias Cox-dependentes e Cox-
independentes (SANDLER; DUBINETT, 2004). Pesquisas sugerem que a terapia
com ativos anti-inflamatérios reduz o risco de morte por cancer (BAVARESCO;
BERNARDI; BATTASTINI, 2005). Varias plantas medicinais sdo reconhecidos por
sua capacidade em atuar no combate a inflamacdo, e dentre os metabdlitos
secundéarios dos vegetais responsaveis por esta propriedades destacam-se 0s
flavonoides (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Segundo Machado et al.
(2008) “certos flavonoides podem bloquear o0s processos biosintéticos dos
eicosanoides. Eles também séo responsavel pela inibicdo de processos mitogénicos,

interag6es célula-célula, incluindo possiveis efeitos na adesao molecular.
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FIGURA 4.40 - Taxa de variagdo temporal de volume do tumor em camundongos pré-tratados com
dexametasona (3,93 mg/Kg) ou indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE C. echinata
(25mg/Kg), ou soro fisioldgico (SF) induzidos com suspenséao de células do carcinoma de Ehrlich.

* Diferenca significativa em relagdo ao controle para um valor de p < 0,05.

Uma avaliacdo também foi realizada sobre as variacdes de peso relativo de
orgdos como pulméo, figado, rins e baco, cujos valores médios podem ser
visualizados na tabela 4.52. Com o objetivo de facilitar a interpretacdo destes
resultados, foram construidas varias figuras, onde os parametros de significancia

das possiveis diferencas estatisticas podem ser visualizados.

TABELA 4.52 - Peso relativo (g/g de peso corpéreo) dos 6rgdos de camundongos pré-tratados com
dexametasona (3,93 mg/Kg) ou indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE C. echinata
(25mg/Kg), ou soro fisioldgico (SF) induzidos com suspenséo de células do carcinoma de Ehrlich.

Tratamentos Pulméo Figado Rins Baco

Controle 0,0058+0,0005 0,0611+0,0027 0,0118+0,0011 0,0124+0,0024
DEXA+EE  0,0126+0,0036 0,0673+0,0125 0,0154+0,0024 0,0148+0,0040
INDO+EE 0,0116+0,0012 0,0825+0,0186 0,0121+0,0048 0,0184+0,0021

SF+EE 0,0118+0,0016 0,0840+0,0127 0,0108+0,0034 0,0207+0,0043

OBS: DEXA+EE — Dexametasona + EE C. echinata. INDO+ EE — Indometacina + EE C. echinata.
SF+EE. Soro fisiologico + EE C. echinata. a - Coeficiente angular; b- coeficiente linear; R?
Coeficiente de determinacao.
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Na figura 4.41 podem ser visualizados os valores do peso relativo do pulméao
de animais sob diferentes condi¢bes de pré-tratamento, induzidos com suspensao
de células do carcinoma de Ehrlich e que receberam EE C. echinata na dose de 25
mg/kg. Nesta figura, € possivel observar um aumento significativo do peso relativo
do pulméo em relacdo aos animais do grupo controle, em todos os tratamentos, para
um valor de p < 0,05. Na anadlise histopatologica verificou-se que 0s animais
apresentavam congestdo pulmonar (APENDICE C). Este aumento pode estar
relacionado com acumulo de liquidos e de metabdlitos gerados, como consequéncia
do tratamento com EE da planta; aparentemente, ndo tendo influéncia do pré-
tratamento dos animais com dexametasona ou indometacina, uma vez que 0 peso
relativo do pulméo dos animais tratados nao foram estatisticamente diferentes entre

Si.
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FIGURA 4.41 - Peso relativo do pulmdo em camundongos pré-tratados com dexametasona (3,93
mg/kg) ou indometacina (3,58 mg/kg) conjuntamente com EE C. echinata (25mg/kg), ou soro
fisiologico (SF) induzidos com suspenséo de células do carcinoma de Ehrlich. * Diferenca significativa
em relacdo ao controle para um valor de p < 0,05.

Na figura 4.42 podem ser visualizados os valores do peso relativo do figado
destes mesmos animais mencionados anteriormente. Nesta, pode-se observar um

aumento significativo do peso relativo do figado de animais que receberam soro
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fisiolégico + EE de C. echinata, para um valor de p < 0,05; sugerindo uma
interferéncia importante dos constituintes do extrato sobre a atividade metabdlica
deste tipo de tecido, na analise histopatoléogica os animais deste grupo
apresentaram degeneracdo turva, vacuolizacdo citoplasmatica, congestdao e
hepatdcitos binucleados (APENDICE C).

Possivelmente este resultado sinalize um aumento da atividade dos sistemas
microssomais, onde atuam os sistemas enzimaticos de biotransformacéao, tais como
0 sistema do citocromo P450, entre outros, estimulados devido a substancias
quimicas associadas a presenca do extrato avaliado. Também € possivel que o pré-
tratamento dos animais com DEXA ou mesmo com INDO, tenha tido um papel
preventivo sobre este tecido, sinalizando que mediadores provenientes da cascata
do acido araquidbnico podem potencializar este aumento de massa no tecido
hepatico, em presenca de EE de C. echinata. Muito embora, uma visualizacdo mais
apurada sobre estas diferencas permitiu a verificagdo de que o efeito protetor de
DEXA foi mais proeminente do que o de INDO na contencédo do aumento de massa

do tecido hepatico, para um valor de p = 0,022.

0,12

r

0,1 -

0,08 -

0,06

——

0,04 -

0,02

Peso relativo (g/g peso corpdreo)

Controle DEXA+EE INDO+EE SF+EE

Tratamentos

FIGURA 4.42 - Peso relativo do figado em camundongos pré-tratados com dexametazona (3,93
mg/Kg) ou indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE C. echinata (25mg/Kg), ou soro
fisioldgico (SF) induzidos com suspensao de células do carcinoma de Ehrlich. * Diferencga significativa
em relacdo ao controle para um valor de p < 0,05.
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Em relacdo aos rins, ndo se observou diferencgas significativas, de acordo com
os dados da figura 4.43, embora em relacdo ao baco (figura 4.44) tenha sido
encontrado um aumento significativo no 6rgdo de camundongos que receberam
somente EE de C. echinata na dose de 25 mg/Kg, para um valor de p < 0,05. Cabe
para este tecido uma explicacdo parecida ao que foi efetuado em relagdo ao tecido
hepético, sinalizando que os componentes presentes no extrato também, de alguma
forma, estimularam respostas de aumento de massa neste tecido. Foi observado,
também, o fato de que o pré-tratamento dos animais com DEXA ou INDO, de certa
forma, preveniram o tecido em relacdo a este efeito, como se a presenca de
determinados componentes de EE de C. echinata induzissem acdes semelhantes a
uma resposta pro-inflamatoria; considerando-se que este tecido, normalmente, exibe
um aumento de massa quando aumenta a titulacdo de células em seus dominios,
lembrando-se que estes animais continham um tecido neoplasico em expanséo,

embora com dindmicas diferentes.
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FIGURA 4.43 - Peso relativo do rim em camundongos pré-tratados com dexametazona (3,93 mg/Kg)
ou indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE C. echinata (25mg/Kg), ou soro fisiolégico (SF)
induzidos com suspenséao de células do carcinoma de Ehrlich. * Diferenca significativa em relacdo ao
controle para um valor de p < 0,05.
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FIGURA 4.44 - Peso relativo do baco em camundongos pré-tratados com dexametasona (3,93
mg/Kg) ou indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE C. echinata (25mg/Kg), ou soro
fisioldgico (SF) induzidos com suspenséo de células do carcinoma de Ehrlich. * Diferencga significativa
em relacdo ao controle para um valor de p < 0,05.

Na tabela 4.53 podem ser observados os valores de massa e de densidade
dos tumores para todos os tipos de tratamentos realizados. Com os valores médios
de densidade do tumor construiu-se a figura 4.45. Nesta figura, observou-se que 0s
tumores oriundos de animais que fizeram pré-tratamento com DEXA apresentavam
uma densidade extremamente elevada em relacdo aos do grupo controle, embora os
tumores de animais previamente tratados com INDO apresentaram uma densidade
extremamente baixa, para um valor de p < 0,05.

Estas diferencas demonstram impactos diferentes dos elementos da cascata
do &cido araquidbnico sobre o processo de divisdo celular e acumulo de residuos
nos diferentes dominios da massa tumoral. Dexametasona, por ser responsavel por
um processo inibitério sobre o sistema das fosfolipase A2, tem uma amplitude maior
sobre o controle do metabolismo, no caso, favorecendo um acumulo de células e
residuos em tumores que ndo apresentaram uma taxa de crescimento elevado.

Ja com indometacina observou-se uma densidade do tumor menor em
relacdo aos tumores de animais do grupo controle, e bem menor em relacdo aos

animais pré-tratados com DEXA. A baixa densidade pode estar relacionada com o
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desenvolvimento de estruturas anexas ao tecido tumoral como vasos sanguineos, e
materiais diversos acumulados, na medida em que o tumor se desenvolve.

O efeito de pré-tratamento dos animais somado aos efeitos protagonizados
por EE de C. echinata favorece ao desenvolvimento de estruturas tumorais diversas,
provavelmente, com dinAmicas de crescimento diferentes, como ja ficou assinalado
acima; sendo estas observagfes importantes quando se deseja construir recursos e

estratégias terapéuticas para a terapia do cancer.

TABELA 4.53 - Peso (g) e densidade (g/mm3) do tumor em 8 dias,de camundongos pré-tratados com
dexametazona (3,93 mg/Kg) ou indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente com EE C. echinata
(25mg/Kg), ou soro fisioldgico (SF) induzidos com suspenséo de células do carcinoma de Ehrlich.

Animais Controle DEXA+EE INDO + EE SF+EE
P D P D P D P D
CM - - 0,95 2,23 2,70 1,06 3,73 1,21
RM 4,91 1,45 0,94 3,70 1,10 1,33 2,28 1,98
LM 4,68 3,88 0,80 10,67 - - 4,56 4,69
CR 3,55 2,04 0,97 29,08 - - 1,13 0,80
SM 2,88 2,71 0,97 68,58 - - 0,79 0,56
CRL - - 0,94 12,52 - - 1,61 0,45

Media 4,01 2,52 0,93 21,13 1,9 1,20 2,35 1,62
Desvio 0,96 1,05 0,06 25,14 1,13 0,19 1,50 1,61
CVv 23,89 41,49 6,93 118,96 59,55 1596 63,87 99,38

OBS: P — Peso. D — Densidade. Marcacdo dos animais: CM= cabe¢a marcada; RM= rabo marcado;
LM= lombo marcado; CR= cabeca e rabo marcados; SM= sem marca¢do; CRL= cabeca, rabo e
lombo marcados.
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FIGURA 4.45 - Densidade do tumor de Ehrlich ao final de 23 dias, em camudongos sob diferentes
condicdes de tratamento: Dexametasona (3,93 mg/Kg) ou indometacina (3,58 mg/Kg) conjuntamente
com EE C. echinata (25mg/Kg), ou soro fisiolégico (SF). * Diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle para um valor de p < 0,05.

Espera-se que futuros ensaios com este mesmo tipo de substrato em doses
mais elevadas e utilizando novos protocolos experimentais, permitam a verificacao
mais minuciosa sobre 0s mecanismos de acdo produzidos pelas substancias

presentes no EE de C. echinata.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos concluimos que:

% Nas condi¢des experimentais empregadas o extrato etandlico de
C. echinata apresenta toxicidade sistémica quando administrado de forma
continua por um periodo de tempo prolongado.

% A administracdo repetida do extrato de C. echinata influenciou
na ritmicidade biolégica dos animais, além de provocar uma reducdo no
consumo de agua e alimento.

% O EE de C. echinata afetou os componentes celulares do
sistema imunoldgico no organismo de fémeas tratadas produzindo leucopenia
e plaquetopenia. As fémeas apresentaram reducdo nas taxas de glicose,
triglicerideos e transaminases, bem como aumento do colesterol sérico em
relacdo aos machos.

SN O EE de C. echinata foi capaz de inibir a atividade oxidante dos
radicais DPPH e NO nos ensaios in vitro.

SN O EE de C. echinata 200 ug/mL exerce uma importante agéo
protetora contra o estresse oxidativo gerado pelo H;0s.

% O EE reduziu a resposta angiogénica inflamatéria em cornea de
ratos.

% O EE de C. echinata contém substancias, na sua composicao,
gue possuem impacto importante sobre o metabolismo da célula ascitica do
tumor de Ebhrlich, inviabilizando-a quanto a sua competéncia em fixar-se no
hospedeiro e acionar os devidos mecanismos para promover O Seu
desenvolvimento na forma de um tumor solido.

% O pré-tratamento com DEXA e a aplicacdo de EE de C. echinata
ofereceu a menor taxa de crescimento tumoral. Isto de certa forma mostra
gue componentes da cascata do acido araquidonico modulam o processo de
inibicdo tumoral protagonizado pela participacdo posterior de EE de C.
echinata.

¢ O EE de C. echinata ndo inibiu o crescimento do tumor de
Ehrlich, embora tenha conseguido este intento em associacdo com o pré-
tratamento com DEXA, embora ndao com INDO, indicando que,

provavelmente, os mecanismos envolvidos na inibicdo tumoral requerem a
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participacdo de outros componentes da cascata talvez associados a
expressao de COX-2.
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APENDICE A — Achados histopatolégicos dos 6rgaos de animais (ratos machos e
fémeas) tradados com extrato etandlico de Caesalpinia echinata em diferentes
doses durante 28 dias.

GRUPOS

ORGAO

EFEITO

CONTROLE

TRATADO 1
75mg/kg

TRATADO 2
150 mg/kg

TRATADO 3
300 mg/kg

MACH | FEME
O A

MACH | FEME
O A

MACH | FEME
O A

MACH | FEME
O A

CORAGCAO

Hemorragia

Congestao

Hiperemia

Degeneragéo
turva/tumefa-
cao

zZ | Z2 |2 |2

Trombose

Endotélio
reagente

Necrose

Degeneragéo
vacuolar

BACO

Congestao

FIGADO

Degeneragéo
turva/tumefag
ao

Discreta e
fina
vacuolizacao
citoplasmatic
a

Nucleos
grandes
claros e de
cromatina
aparentemen
te integra

Congestéo

Hiperplasia
das células
de kupfer

Focos
granulomatos
0S

Hepatocitos
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binucleados

RIM

Nefrose

Degeneragéo
turva/tumefag
ao

Necrose de
coagulacéo

Degeneracao
vacuolar

Congestéo

Hemorragia

PULMAO

Pneumonia

Hiperplasia
na parede
das arteriolas
pulmonares

Espessament
0 de septo
interalveolar

Hiperemia

Hiperplasia
do BALT

Trombose
arterial e
venosa

Congestéo

OVARIO

Degeneragéo
vacuolar

Hemorragia

TESTICUL
0

Degeneracéo

Edema
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APENDICE B - Analise histopatolégica dos animais submetidos ao teste de
avaliacdo da Atividade tumoricida de C. echinata.

GRUPOS

ORGAO EFEITO CONTROLE | METOTREXATO | TRATADO | TRATADO | TRATADO
(0,5mg/mL) 1 2 3

(25mg/mL) | (12,5mg/m | (6,25mg/m
L) L)

BACO Congestéo + + + + +

Esplenite
granulomatosa

FIGADO | Degeneracéo
turva/tumefacéo

Vacuolizacéo
citoplasmatica
Ndcleos
grandes claros
e de cromatina
aparentemente
integra
Nucleos claros
e cromatina
quebradica - + - + +
(fragmentada)

Anisocariose - + - - +

Congestéao - - - - -

Hiperplasia das
células de + + + + +
kupfer

Proliferagcéo
das células de + + + + +
kupfer

Infiltrado
mononuclear
perivascular ou
isolados
distribuidos
aleatoriamente

Necrose - + - - -

Focos
granulomatosos

Hepatocitos
binucleados

RIM Nefrose - - - - -

Degeneragéo
turva/tumefacao

Necrose de
coagulacéo
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Degeneragéo
vacuolar

Cilindros
hialinos

Infiltrado
granulomatoso

Retracao dos
glomérulos

Glomérulos
menos
celularizados

Congestéo

Hemorragia

PULMAO

Pneumonia

Hiperplasia na
parede das
arteriolas
pulmonares

Espessamento
de septo
interalveolar

Hiperemia

Hemorragia

Hiperplasia do
BALT

Trombose
arterial e
venosa

Congestéo

TUMOR

Necrose

Debris celulares

Infiltrados
tumorais no
tecido adiposo
(metastase)
com debris
celulares

Células
tumorais
integras de
nicleos
grandes e
claros
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APENDICE C - Analise histopatologica dos animais submetidos ao teste para
avaliacdo do efeito do EE C. echinata sobre o crescimento tumoral em animais
pré-tratados com inibidores da cascata do acido araquidonico.

GRUPOS
ORGAO EFEITO CONTROLE | TRATADO | TRATADO | TRATADO
1 2 3

BACO Congestéo + + -
Esplenite granulomatosa + + + +

FIGADO Degeneracéo turva/tumefacao + + + +
Vacuolizacao citoplasmatica + + + +
Nucleos grandes claros e de cromatina
aparentemente integra - - - -
Nucleos claros e cromatina quebradica
(fragmentada) + + - +
Anisocariose - + +
Congestéo + - + +
Hiperplasia das células de kupfer + + - -
Proliferacéo das células de kupfer - - - -
Infiltrado mononuclear perivascular ou i + i i
isolados distribuidos aleatoriamente
Necrose - - - -
Focos granulomatosos + + + +
Hepatocitos binucleados + + + +

RIM Nefrose - - - -
Degeneracdo turva/tumefacao + + - +
Necrose de coagulagéo - - - -
Degenerac¢éo vacuolar + + - +
Cilindros hialinos - - - -
Infiltrado granulomatoso - - - -
Retracao dos glomérulos - - - -
Glomérulos menos celularizados - - - -
Congestéo + + + +
Hemorragia + + + +
Pneumonia - - - +
Hiperplasia na parede das arteriolas i i i i

5 pulmonares

PULMAO Espessamento de septo interalveolar - - - -
Hiperemia - - - -
Hemorragia - - - -
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Hiperplasia do BALT

Trombose arterial e venosa

Congestéo + + + +

Necrose + + + +

Debris celulares + + + +
TUMOR | Infiltrados tumorais no tecido adiposo + + + +

(metastase) com debris celulares

Células tumorais integras de nlcleos + i i +

grandes e claros

Controle: soro fisioldgico; Tratado 1: Dexametasona + EE de C. echinata (25 mg/kg); Tratado 2:
Indometacina + EE de C. echinata (25 mg/kg); Tratado 3: soro fisioldgico + EE de C. echinata (25

ma/kg).
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APENDICE D - Artigo publicado no Journal of Cancer vol. 5, n° 2, p. 143-150,
2014.
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Abstract

Matural products contain important combinations of ingredients, which may to some extent help
to modulate the effects produced by oxidation substrates in biological systems. It is known that
substances capable of modulating the action of these oxidants on tissue may be important allies in
the control of neovascularization in pathological processes. The aim of this study was to evaluate
the antioxidant and antiangiogenic properties of an ethanol extract of Caesalpinia echinata. The
evaluation of antioxidant properties was tested using two methads (DPPH inhibition and se-
questration of nitric oxide). The antiangiogenic properties were evaluated using the inflammatory
angiogenesis model in the corneas of rats. The extract of C. echinata demonstrated a high capacity
to inhibit free radicals, with |Cg equal to 42404 pgfml for the DPPH test and 23432 pgiml for
nitric oxide. Moreover, it showed itself capable of inhibiting the inflammatory angiogenic response
by 77 49%. These data suggest that biochemical components belonging to the extract of C. echinata
interfere in mechanisms that control the angiogenic process, mediated by substrates belonging to
the arachidonic acid cascade, although the data described above also suggest that the NO buffer
may contribute to some extent to the reduction in the angiogenic response.

Eey words: antioxidant, angiogenesis. Cacseipinis cchinass, natural produocts

INTRODUCTION

Angiogenesis is a complex multi-stage process  velopment of organs, capillary growth, the reproduc-
that leads to the formation of new blood wessels from  tive cycle and the healing of wounds. On the other
pre-existing capillaries. It is essemtial for warious  hand, it may also contribute to the development of
physiological processes, such as the growth and de-  various pathological processes, such as rheumatoid
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arthritis, diabetic retinopathy, and the growth and
metastasis of tumors [1, 2].

The creation of new blood vessels is regulated by
a delicate equilibrium befween siznaling molecules of
a pro- and anti-angiogenic nature. After activation of
the endothelial cells by a pro-angiogenic simulus, the
new vessels are formed by a series of complex mor-
rphological and biochemical events in various stages.
As a result, one finds events such as the degradation
of the base membrane and remodeling of the extra-
cellular matrix, where the action of proteases secreted
by the endothelial cells brings about important
changes in the cell-adhesion mechanisms, culminating
in migration and proliferation of endothelial cells and
the formation of the endothelial capillary tube [3, 4, 3].

Warious studies suggest that vascular endothelial
growth factor (VEGF) is the main mediator of the on-
set of angiogenesis and that this cytosine is capable of
inducing vasodilation by producing nitric oxide (MO,
and also of increasing the permeability of endothelial
cells, or even stimulating the proliferation, survival,
migration and differentiation of these cells (CE) [4, 6,
71

Fecent research has shown that vascular cells
can produce reactive oxygen species (FO5) through
NADPH owxddase. In fact, free radicals may play an
ambiguous role in neovasularization, if, on the one
hand, high concentrations of EOS causing oxidative
stress, lead to apoptosis, while low levels function as
signaling molecules mediating the proliferation and
migration of the CEs, which may help to spread am-
giogenesis in vivo [§, 9]. According to Urac [B] ROS
levels may be determined by the mechanisms that
confrol the producton of oxidant species associated
with the activation of enzyme systems that perform
an antioxidant functon.

Understanding the role of ROS in triggering the
formation of new blood wessels may enable these
components to be classified as potemtial targets for
treatment of angiogenesis-dependent diseases, lead-
ing us to infer that substances capable of modulating
the acton of these oxidants on Hssue could be im-
portant allies in the confrol of neovascularization in
pathological processes [4, 10].

Cm the other hand, it is Jmown that many natural
products contain important combinations of ingredi-
ents that may to some extent help to modulate the
effects produced by cxidation substrates in biological
syskems.

The wood of Cacsalpina eclinata Lam. (Fabaceae),
commaonly known as Pau-brasil, has thus been re-
ported to contain a wide range of polyphencls, in
particular flavonoids (brazilin and its derivative bra-
zilein), in addition to lignins and lower concentrations
of tanmins and coumarins [11, 12, 13]. In view of this, it

may be that this broad and diverse range of poly-
phenols, with lmown antiosxidant properties [14],
plays an important role in the modulation of ex-
panding angiogenic systems, as, for example, in the
local circulation of blood in the comeas of animals
stimulated by frritant substances.

It is worth noting that different parts of
paun-brasil are commeonly used as adstringents, heal-
ing agents, oral analgesics and tondcs, with the bark of
the trunk alzo being used to treat diarrhea and dys-
entery and to strengthen the gnms [13, 16, 17]. Studies
have also shown that this species also has properties
of medical interest, in particular antimicrobial, anti-
fungal, anti-inflammatory, anti-nociceptive and anti-
tumor properties [11, 15, 19, 20, 21, 22] (FREIRE, 2004;
SOUZA, et al, 2004; GRANGEIRO, 2009, SHEM, et al.,
2007:YEM, et al., 2010).

In wiew of this, the main aim of the present stundy
was to evaluate the antioxidant and antangiogenic
properties of the ethanol extract of Caesalpinia echinata
Lam, in a medel of inflammatory angiogenesis in the
comeas of albino Swiss Wistar rats.

METHODOLOGY

Ethanel extract of Caesalpinia echinata

The botanical material (wood) of C. echinata was
harvested in December 2005, in the municipality of
Sdo Lourengo da Mata, Pernambuco, Brazil. The ex-
siccate of these specimens was identified by a botandst
(Marlene Barbosa) and duly catalogued and stored in
the Geraldo Mariz herbarium, at the Federal Univer-
sity of Pernambuco, with the identification tag 41,764

After proper cleaning and processing of the ma-
terial, the extract was obtained by shredding the
wood of Cacsalpinin echinata Lam. and marinating it in
495.2° GL ethanol for 72 hours, for subsequent desicca-
tHon in a Heizbed OB type evaporater, Heidolph
30-180C  1300W. The resulting material was
re-suspended in 0.9% saline solution for fature use.

Animals

Eattus norvegicus var. albino Wistar rats weigh-
ing around 130g were used. The animals were kept in
polypropylene cages, in a 12h light/dark cycle at a
temperature of (22 + 2°C). Feeding was in the form of
“pellets" and water ad libitum. Before division into
groups, the animals underwent a clinical evaluation,
the exclusion criterion being the presence of negative
climical signs or eve diseases.

The experimental protocol was approved by the
Amnimal Experiments Ethics Committee of the UFPE,
process n® 23076.006746/2012.

Antioxidant activity of the DPPH free radieal
Antioxidant activity was determined by the se-
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questration reactions of the stable DFPH"® radical
(2, 2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl), for molecular com-
ponents present in the extract of C. rchimata according
to the methodology suggested by Blois [23].

A M meg/mL methanol soluton of DPFFH" was
prepared, so as to present absorbance of 517 nm be-
tween (.6 and 0.7. An aliquot of 250 uL of this solution
was mixed with 40 ul of different concentrations of
extract. Thirty minutes later, the absorbance was
measured at 317 nm. Gallic acid was used as the ref-
erence compound for thiz assay and tests conducted
in triplicate.

Analysis of Nitric Oxide (NO) Sequestration in
vitro

Nitric owxide was produced from sodium nitro-
prusside amd guantified using the Griess reactomn
following the method described by Marcooci et al [24].
Sodinm nitroprusside, in a pH 7.4 water solution,
spontaneously generates nitric oxide, which in turm
interacts with oxygen to form nitrite ions, which can
be measured using the Griess reagent. The molecular
extracts of nitric oxdde compete with oxygen, reducing
the production of nitrite fons. For the experiment, 10
mM sodinm nitroprusside in a phosphate buffer (PBES
- pH 74) as added to different preparations at con-
centrations of 10, 25, 50, 100 and 200ug/mL of extract
of C. echinata, both incubated at 25° C for 13 main.
Then, 0.5 mL of Griess reagent (1% sulfanilamide, 2%
H:PO: and 0.1% naphthyl ethylenediamine dihydro-
chloride) were added to each sample. The absorbance
of the chromophore formed was read at 340 nm, nsing
gallic acid as the positive control.

The results were expressed in terms of minimum
inhibitory concentration (L), with the percentage in-
hibition given by the formmula Iy = [[A: - AdS Al . 100
where A, is the absorbance of the control and A; the
absorbance in the presence of the extract. A relation
was established between the concenfrations of the
extract and the L given by regression analysis, using a
Prism Grafic Pad Version 3.0 spreadsheet.

MTT assay

Cell viability was evaluated using the MTT assay
which measures the metabolic conversion of the
34, 5-dimethylthiazel-2-yl1)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT; Sigma-Aldrich) salt to the colored
formazan dye. Vero cells (1x10°/mL) were incubated
in a P6-well plate in quadraplicate for 24 h. Cells were
then treated with extracts (10, 23, 50, 100, 200 pg/mL)
for 24 h. At the end of the incubation, the medium was
removed and a MTT selution (3 mg/mL in EPMI) was
added to the cells that were further incubated for 3 h
Afterwards the medium was removed and the intra-
cellular formed formazan product was dissolved in

DMS0. The optical density (OD) was measured at 393
nm in a microplate reader (Benchmark plus, Bie-Fad,
Califérnia, EUA). Cell wviability was calculated im
comparison to the OD obtained by control cell, con-
sidered as 100%.

Protective effects against H;O0z-induced
damage

Vero cells (1x10F/ml) were incubated in a
96-well plate in gquadruplicate for 24 h. Cells were
then treated with extracts (10, 23, 50, 100, 200 pg/mL)
for 30 min and subsequently with HzO0z (1 mM) for 24
h. At the end of the incubation, the medinm was re-
moved and a MTT solution (3 mg/mL in EPMI) was
added to the cells that were further incubated for 3 h.
Afterwards the medium was removed and the infra-
cellular formed formazan product was dissolved im
DMS0. The optical density (OD) was measured at 393
nm in a microplate reader (Benchmark plus, Bie-Fad,
California, EUA). Cell wviability was calculated im
comparison to the OD obtained by control cell, con-
sidered as 100%.

Antiangiogenic Activity

For evaluation of antiangiogenic actvity, Wistar
rats were divided imto two groups, one treatment
group (=% and one control (n = §). After a five-day
acclimatization peried, these animals were anesthe-
tized with a combination of xylazine (3mg/Keg) and
ketamine (30mg/Kg) (im), complemented when han-
dling the animals with instillation inte the conjuncti-
val sac, of two drops of 0.5% proxymetacaine hydro-
chloride local anesthetic. Once anesthetized, each
animal underwent a procedure to pull back the eye-
lids, exposing almost the whole surface of the commea
and the superior limbus region. Each animal was thus
cauterized in the upper edge of the right comea, with
the aid of 16} microscopic surgery. A 3 mm diameter
circular paper filter, previously soaked in a solution of
sodinm hydroxide (IMaOH) 1M for 1 min was used for
this. The paper filter was then placed about 1 mum
from the comeo-conjunctival limbus, and left there for
30s. Shortly thereafter, the eyve was rinsed with 10ml
of 0.9% saline solution, to remove excess NalOH. This
techmique produced a croular, homogenous,
well-defined cauterization site of about 3.3 pam in
diameter [23].

After 18 hours, the animals received specific
treatment with a single dose of 10uL alcohol extract
solntion plus Tween 80, at a final concentratiom of
100me,/mL, if in the treatment group. The animals in
the control group received 10uL of saline solubon.
After 18 days, the animals were anesthetized accord-
ing to the anesthesiological protocol described above,
and, using a digital camera attached to the eyepiece of
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the surgical microscope, images of the area of the eyve
treated were obtained, with magnification of 16

The images were transferred to a computer da-
tabase and made available in Microsoft Paint format
for enlargement and evaluation of the density of ves-
sels im a circular area ammanged in front of the pupils.
The suxface area A was obtained using the formula A
=4 /3m? where r is the radius.

RESULTS AND DISCUSSION

Antioxidant activity of the DPPH free radical

Ouddative processes form an essential part of
bicchemical mechanizms related to functons such as
cell respiration and has important relations to other
aspects of metabolism. Different types of free radical
can thus be produced natuorally in the organism. In
view of their abundance and application to different
aspects of the functioning of the organism, the most
commonly studied types of possible physiologically
administered radicals have been reactive oxygen spe-
cies (ROS).

Many researchers have observed that, in low
concentrations, reactive oxygen species (RO5) appear
to have beneficial functions related to clear physic-
logical responses, such as defense against infections
agents, cell growth regulation, intercellular and in-
tracellular signaling, and synthesis of important bio-
logical substances, such as stercidal hormones [26].
However, an excess of these appears to be associated
with the development of various diseases, such as
those related to owxidative stress, including camcer,
cardiovascular disease, cataracts, a compromised
immune system and brain dysfunctions [27, 28].

Under many circumstances, the mechamisms
available to certain types of organism for confrolling
free radicals, even against ROS5, are mot efficient
within a certain time limit. This leads to the infroduc-
tHon so-called anmtioxidant agenmts, which are com-
pounds that, even at relatively low concentratioms,
protect the biclogical system from the harmful effects
of the oxidation process. MNommally, exhibit an exten-
sive capacity to stabilize these kinds of radical before
they can cause cell damage [26, 29].

The 1,1-diphenyl-2-picrylhydra=yl (DFPH) rad-
ical is normally used to evaluate the ability of antio:w-
idant compounds to sequester free radicals. DPPH» is
a stable radical that accepts the transfer of one elec-
tron from an antioxidant compound and, when un-
dergoing electron reduction, loses its purple color,
thereby affecting the absorbance of the medinm [30,
31, 32].

In the present study, EECe performed satisfacto-
rly in terms of capturing the organic DPPH radical,
with an ICy, of 4244 ug/mL, which was better than

the performance of gallic acid (ICsw = 165.070 ug/mL),
with a percentage difference of 74.3%.

Figure | shows the performance of the extract at
different concentrations (10, 25, 30, 100 and 200
pg/mL) in terms of stabilization of radicals, where it
can be seen that the antioxidant response improves
with increased concentration, creating a
dose-dependent effect in the antioxidant activity of
the extract with regard to the DFFPH radical, indicat-
ing that, in general, a substrate that exhibits great po-
tental to sequester free radicals has a low ICs,. Figure
1 shows that, from 30 pg/mL onwards, the percentage
inhibifion of the DPPH radical tends to be constant,
suggesting a saturation point, under the experimental
conditions nused for these assays.

&l

& .
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5 40
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Figure |. Inhibidon of |,|-diphenyl-2-pioryhydrazyl (DFFH) radical by
ethanol extract of Cossoipinio echingta. Sagnificant walues + 5.0 (n= 3)

In our previous studies of the phytochemical
composition of C. cchingts we discovered the presemce
of polyphenols (flavenoids, tanmins and coumarins)
[11]. Fukushima & Fuzeto [12] have reported the
prezence of lignins and both results accord with the
report made by Fezende et al. [33], who point to
phenol derivatives C6-C3 as the most commonly ob-
served metabolites in species of the germs Cacsalpina.

Phenol compounds are normally able to interfere
in a series of physiclogical events in animals, includ-
ing those relating to oxidation processes [14]. It is
worth noting that various anthors have suggested that
brazilin, a homoflavonoid, is the main pharmacolog-
ical product of interest in the wood of pau-brasil. It
should be added that brazilin can be transformed inte
brazilein on contact with air or light, owing to an ox-
idation process in which the hydroxyl of brazilin is
converted imto a carbonmyl group [13]. Both brazilin
and brazilein have important antioxidant properties
[34, 33]. The mechanizm of acton involved in the an-
Hoxidant activity of brazilin must be connected to its
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ability to owidize im the presence of radical (e.g. reac-
tve species of oxygen and nitrogen), resulting in a
more stable, less-reactive radical. This happens dne to

M i

Figure 1. Antoxidant actvity of brazin

the high reactivity of hydroxyl group of the flavo-
neids, able to inactivate the radicals, according to the
diagram in Figure 2.

Q

IH
% + EREH
OO,
"-\.,\_n i

Analysis of in vitro sequestration of nitric oxide
(NO)

Endogenons nitric oxide (M0) iz mainly pro-
duced from its precursor, the amino arid L-arginine,
in the vasular endothelinm, by phagocytes and some
kinds of brain cell, performing a variety of roles in
various physiological systems [36, 37]. However, in
excess, it may be associated with the genesis of vari-
ous diseases [38, 39]. These studies evaluated the ca-
pacity of the ethanol extract of Cassalpimia cchinata
(EECk) to inhibit “in vitre” proeduction of nitric oxide
through the mediation of sodiuvm nitroprusside. Fig-
ure 3 leads us to infer that different concentrations of
EECe (10, 23, 30, 100 and 200 pg/mL) inhibited pro-
duction of the IO radical in a dose-dependent man-
ner. The ICs was 234 200 ug/mL, with the same type
of analysis applied to the gallic acid standard giving a
result of ICs= 174 560 pg/mL. These data suggest that
EECs has an inhibitory effect of only 23.49% in rela-
tion to gallic acid.

It is interesting to note here that the mhibitory
effect on the IO radical obtained was practically the
inverse of the imhibitory effect achieved from the
evaluation of DFFH, as the data in Table 1 show. A
careful look at the ICsy figures for C. cchinata shows
that this parameter was 51.9% greater than MO, re-
vealing a greater impact on the identification and
capture of this type of radical.

In fact, at least three types of enzyme systems of
the nitric oxide synthase —NO5—type can be associ-
ated with the production of NO and L-citrulline, de-
pending on the availability of oxygen and micotina-
mide dinucleotide phosphate (MADPH) as cofactors,
in addition to the L-arginine substrate. Two of these
systems depend on Ca™ and these are called consti-
tutive with regard to meuromal (NO-1 or nMNOS3) or
endothelial (INO-3 or eNO3) systems, while one is
independent of Ca*t (MNO5-2 or iN05), mown as in-
duced, and associated with cell types such as macro-
phages, microglia, and others that are responsible for
mediating inflammation, such as lipopolysaccharides

in bacterial membranes, endotoxins and cytoldnes
such as IL-1f, TINF-a and IMNF-y [40, 41].

There are many disorders of the mechanizms
regulating MO production, ranging from modifica-
tons of the G-protein-coupled receptors in mems-
branes, brought on by saturation of H* type ions in
cases of ischemia, or a fall in levels of Mg* cytoplasm
associated with metabolic disorders [42]. In cases of
sepsis or tissue destruction, overproduction of MO
may be mediated by macrophages, leading to gener-
alized wasodilation and serious cardiovascular rami-
ficationz [43]. The results achieved in the present
study suggest that extract of C. eclinates may help to
reduce the number of MO radicals in patients with
organic disorders that male it possible to produce this
type of radical, in a dose-dependent manmer.

Table 1. ICsp concentration values that inhibit 50% of the radical
in question in pg/mL, used in methods for sequestering the CFPH
radical and nitric oxide (MO, comparing the results with the gallic
acid standard.

Samples LFFH (I MO (ICw)
pe/ml wg/ml
l.'.'um];m.-li.: echimsis 47244 2534200
Gallic Acid 1a5.070 174 560
[
£
c 40-
=]
=]
a
=
£ 20-
o
=
0 T T T T

LS. A R R
Concentratiom (pg/mi)

Figure 3. Inhibidon of MO radical by the ethanol extract of Coesalpinie
echinota. Significant values + 5.0 (r= 3)
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Jayakumar & Kanthimathi [44] note that nitric
owide is a free radical involved in the pathogenesis of
camcer, as its presence changes the mechanisms asso-
ciated with the vascularizatiom dymamics of tumors
and metastases. In fact, many studies indicate that
nitric oxide plays a part in neo-vascularization, since
its release is normally associated with events linked to
the angiogenic cascade [43, 46, £7].

As noted above, the presence of polyphenol
compounds in C. echinata wood may be associated
with its capacity to imhibit free radicals. Fesearch on
antioxidant substances has shown that these kinds of
compounds are capable of reducing inflammatory
edema, inhibiting angiogenesiz and the proliferation
of tumor cells [44, 47, 458, 49].

In other studies carried out by this work group,
it wras shown that the ethanol extract of C. echinata was
capable of reducing edema induced by carrageenan in
rats’ paws, and inhibiting the growth of Ehrlich's car-
cinoma and 180 sarcoma in “in vivo"” assays [11].

MTT Test

The natural products have been an important
source of antineoplastic components. It is kmown that
many plants have significant antitumor proper-
ties [30]. C. echinata has demonstrated in previous
studies a marked antitumoral effect in vivo, against
the strains FEhrlich Carcinoma and Sarcoma
1580. Enowing the possible cytotoxic potential of this
vegetable we held a capacity assessment of cytotosdc
ethanolic extract of C. cchinats ahead the lineage of
Vero cells.

Figure 4 shows the activity of ethanolic extract
of C. echinata about the viability of the culture of Vero
cells. The towic concentrations for 30% of the cells
(CCu), determined using the MTT dve, was 16544583
pg/mL (0.17 mg/mL). Here, it is interesting to note
that the cytotoxic response intensifies according as
increases the concentration of EE of C. eclumata.

100+

Cell viability {%)
8

=

SR

Concentration (pgfmi)

Figure 4. Vahility of culture of YERO cells subjected to different con-
centragions of the ethanolic extrace of Caesalpinia schinata.

Extracts of wvegetable origin which contains
principles antioxidants usually present potential cy-
totowdc and antitumor activity in experimental ani-
mals [31]. There are no other studies regarding the
cytotowdc actvity of C. ecliinata, however, this actvity
has already been observed in other species of the ge-
nus Cacsalpiniz, being this activity relatedto the
presence of homoisoflavonoides, diterpencides, as
well as other polyphenclic compounds present in the
chemical composition of wood; these plants [31, 32].

Protective effects against H:Ox-induced
damage

In this experiment, a fibroblast
ture established from the renal cells
key Cercopithecus acthiops (African green monkey) was
used to imvestigate the protective properties of EE
of C.  cchinata against  osddative induced
by HaO2

The cells pre-treated with EE of C. echina-
te showed significant increase in wiability when
compared with cells exposed only to hydrogen per-
oxide, espedially in concentrations of 30 ug/mL (12.53
+463 %), 100 pg/mL (1693 £3.32 %) and 200 pg/mL
(£6.32 2 679 % ). The highest concentration tested it
was observed that 46.5% of the cells pre-treated with
EE of C. eolmnatasurvived ewposure to oxddizing
agent H:O,.

Cur data demonstrate that, in in vitro conditions,
the EE of C. echinata 200 pg/mL exerts an important
protective action against the owidatve stress gener-
ated by H20: As discussed earlier, this result is pos-
sibly due to the antioxidant activity observed in this
extract, which is probably related to the ability of
polyphenoclic compounds in act with antioxidant.

cell cul-
of mon-

siress

Antiangiogenic Activity

Angiogenesis has been described as ome of the
main events in the process of tumor growth, interfer-
ing in the mechanisms invelved in the proliferation of
metastases. Apart from cancer, other pathological
conditions also persistently stimulate angiogenesis,
such as diabetic retinopathy, hemangioma, arthritis,
pooriasis and atherosclerosis. In view of this, inhibi-
tion of angiogenesis has been proposed as a strategy
for combating
sis-dependent diseases.

The capacity to inhibit angiogenesis mediated by
extract of C. schimata was evaluated using a model of
inflammatory angiogenesis in the corneas of rats, ac-
cording to the methodology described by
Fechine-Jamacaru; Fechine Tanior; Moraes Filho [23],
adapted for Wistar rats.

After 18 days of treatment with topical applica-
tion of EECe (100mg/mL) at a dose of 10 uL/eye, it

cancer and

other angiogene-
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was observed that C. echinats inhibits the inflamma-
tory angiogenic response caused by cauterization of
rats’ comeas with NaOH (1M), giving rise to a sub-
stantial reduction in the number of new capillaries
(Figs. 5A, B and C), showing inhibitory activity (Fig-
ure 6) of 77.49%.

These data suggest that biochemical components
belonging to the extract of C. echinata interfere with
mechanisms that effect the angiogenic process, medi-
ated by substrates belonging to the arachidonic acid
cascade, although the data described above also sug-
gest that NO buffer may contribute in some way to
reducing the angiogenic response.

CONCLUSION

By way of conclusion, the results obtained in the
present study have shown that the extract of C. echi-
nata wood is capable of inhibiting the oxidant activity
of DPPH and NO radicals in in vitro assays. In addi-
tion to presenting protective action against oxidative
stress H:Oz-induced. Associated with its antioxidant
capacity, the extract also reduced the inflammatory
angiogenic response in the comeas of rats.

We hope than further studies can be developed,
with more specific experimental models, to shed more
detailed light on the biochemical agents and the main
mechanisms associated with the action of C. echinata

in mediating vascular events, especially those associ-
ated with angiogenesis in cancer.

Figure 5. A) Overview of crystlline rats stmulated with NaOH (at the time of cauterzing): B) View of crystal in Wistar rat stimulated with NaOH, not

treated (control); C) crysaal in Wisaar rat treated with EECe.
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Figure 6. Number of vessels counted on the surface of the crysal in
Wiztar rats treated with EECe.
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