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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana “in vitro”, e “in vivo” o nivel
de toxicidade aguda, cicatrizante, antiinflamatoria, analgésica e antitumoral do extrato
etandlico de Abarema cochliocarpa (EEAc) (Gomes) Barneby & Grimes. A acédo
antimicrobiana do extrato foi realizada por método de difusdo em meio soélido, através da
técnica de pocos e de disco, obtendo-se a Concentracao Inibitoria Minima (CIM) sobre os
principais representantes presentes na cavidade oral e da pele. A toxicidade aguda foi
estabelecida através do calculo da Dose letal (DLsg) nas vias intraperitoneal (i.p.) e oral
(v.0.) em camundongos (Mus musculus). A avaliacdo cicatrizante foi observada em
feridas excisionais no dorso de ratos albinos Wistar (Rattus novergicus), tratados com
creme dermatoldgico com EEAc nas doses de 51,5 e 103 mg/kg comparado a outros
dois grupos: placebo e dexpantenol a 5% (controle-positivo). Os animais foram
sacrificados no 3°, 7° e 14° dia de tratamento. A atividade antiinflamatoéria foi verificada
através do modelo de edema de pata induzido por carragenina (0,1% p/v) em ratos
Wistar. Os grupos padrao e controle receberam indometacina (10 mg/kg-i.p.) e solucéo
salina (0,9%-i.p.), respectivamente. Foi estudado também o efeito antinociceptivo do
EEAc e de suas fracbes através dos modelos de contorcdes abdominais, teste da
formalina, da placa quente e de imersdo de cauda. A acdo antinociceptiva do extrato
também foi testada com o naloxone nos testes da placa quente e de imersao de cauda.
Para a avaliacdo da atividade antineoplasica foram utilizadas as linhagens de Sarcoma
180 e Carcinoma de Ehrlich. Os resultados do estudo microbiol6gico demonstraram que
0 extrato possui atividade antimicrobiana sobre todos os microorganismos orais testados.
Os testes toxicoldgicos evidenciaram toxicidade por i.p. (DLso = 257, 49 mg/kg) e atoxica
para via oral. Através da analise histolégica da pele do dorso dos animais, o creme
dermatolégico contribuiu na reducdo do infiltrado inflamatério de células
polimorfonucleares, e com o aumento da fibroplasia entre o 3° e o 7° dia de tratamento,
gquando comparado ao placebo e ao dexpantenol a 5%. Os estudos mostraram que 0
EEAc possui atividade antinociceptiva periférica e no Sistema Nervoso Central (SNC). O
EEAc apresentou acdo antiinflamatoéria significativa no modelo de edema de pata
induzido por carragenina. Os resultados demonstraram que o extrato e suas fracdes de
saponinas e de taninos foram capazes de inibir o crescimento de tumores
carcinomatosos e sarcomatosos. A avaliacdo histolégica demonstrou que a
administracdo do EEAc provocou discretas alteracbes no tecido pulmonar quando
comparados com 0s animais dos grupos controle e padrdo. O screening fitoquimico do
EEAc apresentou testes positivos para saponinas, flavondides e taninos. Conclui-se que
o A. cochliocarpa apresenta atividade antimicrobiana, antiinflamatéria e cicatrizante,
analgésica e antitumoral sendo possivelmente uma expectativa para o desenvolvimento
de produto fitoterapico para utilizacdo humana.

Palavras-chave:  Antimicrobianos.  Cicatrizagao. Inflamacdo.  Antinociceptivo.

Carcinogénese, Abarema cochliocarpa.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity in vitro and in vivo the level
of toxicity, wound healing, inflammatory, analgesic and antitumor ethanolic extract of
Abarema cochliocarpa (EEAc) (Gomez) Barneby & Grimes. The antimicrobial action of
the extract was performed by diffusion method in solid obtaining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) on strains in the oral cavity and skin. The acute toxicity was
established by calculating the LDso by the method of Karber and Behrens (1964) in the
intraperitoneal (ip) and oral (po) in mice (Mus musculus). The assessment of healing was
observed in excisional wounds in the back of Wistar rats (Rattus norvegicus) treated with
dermatological cream with EEAc in doses of 51.5 and 103 mg / kg compared to two other
groups: placebo and dexpanthenol 5% (control -positive). The animals were sacrificed 3,
7 and 14 days of treatment. The antiinflammatory activity was analyzed with a model of
paw edema induced by carrageenan (0.1% w / v) in rats. The standard and control groups
received indomethacin (10 mg/kg ip) and saline (0.9%, ip), respectively. We also studied
the antinociceptive effect of EEAc and its fractions using the models of writhing, formalin
test, hot plate and tail immersion. The antinociceptive action of the extract was also tested
with naloxone in tests of the hot plate and tail immersion. For the evaluation of anticancer
activity were used strains of sarcoma 180 and Ehrlich carcinoma. The results of
microbiological study showed that the extract has antimicrobial activity against all
microorganisms tested orally. Toxicology tests showed high toxicity by i.p. (LDso = 257, 49
mg/kg) and nontoxic for oral administration. Through histological analysis of skin from the
back of the animals, dermatological cream has helped in reducing the inflammatory
infiltrate of polymorphonuclear cells, and with increased fibroplasia between the 3rd and
7th day of treatment compared to placebo and dexpanthenol 5%. Studies have shown
that the EEAc has antinociceptive activity in peripheral and central nervous system. The
EEAc showed significant anti-inflammatory action in the model of paw edema induced by
carrageenin. The results showed that the extract was able to inhibit tumor growth
carcinomatous and sarcomatous. Histological evaluation showed that the administration
of EEAc caused mild changes in lung tissue when compared with the control group
animals and pattern. The phytochemical screening of the EEAc had tested positive for
saponins, flavonoids and tannins. We conclude that the A.cochliocarpa possibly present a
expectation for developing herbal medicine antimicrobial, antiinflammatory and wound
healing, analgesic and anti-tumor for human use.

Key words: Antimicrobial agents. Toxicology. Healing. Inflammation. Antinociceptive.
Carcinogen.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma diversidade floristica notavel a qual se alia uma tradicdo
secular da utilizacdo de suas plantas como recurso medicamentoso. De fato, as plantas
sempre tiveram presenga marcante na vida dos brasileiros, antes mesmo de seu
descobrimento, nosso pais, em todos o0s seus rincGes, abrigava inUmeras tribos
indigenas conhecedoras profundas das propriedades dos vegetais que as rodeavam.
Mantinham por elas um grande fascinio, pois delas advinha-lhes, em grande parte, sua
sobrevivéncia. Representava o alimento, o medicamento, instrumentos para abrigo,
indumentéaria e adorno, ferramentas para o transporte, a caca, a pesca, a defesa
territorial e a guerra.

Nossos primeiros colonizadores, impressionados com o conhecimento dos gentios
sobre os recursos oriundos dos vegetais foram certamente impulsionados a adquirir com
0s mesmos todas as informacgdes possiveis, e por razdes Obvias, principalmente aquelas
pertinentes as suas propriedades medicamentosas e condimentares.

Em um dos primeiros testemunhos escritos, que retrata o Brasil quinhentista,
Gabriel Soares de Souza® relata inimeros componentes de nossa flora, veja-se como
exemplo os dizeres do cronista sobre o 6leo da cabureiba® e copaiba “Ndo se podiam
arrumar em outra parte que melhor estivessem as arvores de virtude que apés das que
dao fruto; e seja a primeira a arvore do balsamo, que se chama cabureiba, que sao
arvores mui grandes de que se fazem eixos para engenhos, cuja madeira é pardaca e

incorruptivel. Quando lavram esta madeira cheira a rua toda a balsamo,e todas as vezes

! Gabriel Soares De Souza — Em Tratado Descritivo do Brasil em 1587, obra restaurada pelo historiador brasileiro
Francisco Adolfo de Varnhagen. 92. Edi¢do revisada/atualizada por Leonardo Dantas Silva. Fundagdo Joaquim
Nabuco, Recife: Massangana, 2000.

2 Myrocarpus fastigiatus Fr. Allem. Oleo de cabrelva, também conhecido como resina de cabureicica; Copaifera
officinalis L. (cf. Dicciondrio de Botanica Brasileira, coordenado e redigido por Joaquim de Almeida Pinto. Rio de
Janeiro, Typographia Esperanca, 1873.)
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gue se gqueira cheira muito bem. Desta arvore se tira o balsamo suavissimo, dando-lhe
piques até um certo lugar, de onde comeca de chorar este suavissimo licor na mesma
hora, o qual se recolhe em algoddes, que lhe metem nos golpes; e como estdo bem
molhados do balsamo, os espremem numa prensa, onde tiram este licor, que € grosso e
da cor do arrobe, o qual € milagroso para curar feridas frescas, e para tirar 0os sinais
delas no rosto(...) De tdo santa arvore como a do balsamo merece ser companheira e
vizinha a que chamam copaiba, que € arvore grande cuja madeira ndo € muito dura, e
tem a cor pardaca, e faz-se dela tabuado; a qual ndo da fruto que se coma, mas um 6leo
santissimo em virtude, o qual é da cor e clareza de azeite sem sal; e antes de se saber
de sua virtude servia de noite nas candeias. Para se tirar este 6leo das arvores Ihes dao
um talho com um machado acima do pé, até que lhe chegam a veia, e como lhe chegam
corre este Oleo em fio, e lanca tanta quantidade cada arvore que ha algumas que déo
duas botijas cheias, que tem cada uma quatro canadas. Este 6leo tem muito bom cheiro,
e € excelente para curar feridas frescas, e as que levam pontos da primeira curam,
soldam se as queimam com ele, e as estocadas ou feridas que néo levam pontos se
curam com ele, sem outras mezinhas; com o qual se cria a carne até encourar, € nao
deixa criar nenhuma corrupcdo nem matéria. Para frialdades, dores de barriga e
pontadas de frio é este Gleo santissimo, e é tao sutil que se vai de todas as vasilhas, se
ndo sao vidradas; e algumas pessoas querem afirmar que até no vidro mingua; e quem
se untar com este 6leo ha de se guardar do ar, porque € prejudicial.”

Em todas as regides floristicas do mundo sdo bem diferenciados os niveis de
conhecimentos sobre a biodiversidade. A regido neotropical® é a mais rica em espécies,

e o Brasil ai inserido detém cerca de 20% do total de espécies botanicas do planeta. Das

3 . . ;. ;. . . ~ .
Ecozona conhecida também como Neotrdpico, compreende a América Central, incluindo a porgao sul do México e

da peninsula da Baixa California, o sul da Florida, todas as ilhas do Caribe e a América do Sul.


http://pt.wikilingue.com/es/Ecozona
http://saber.sapo.mz/wiki/Am%C3%A9rica_Central
http://saber.sapo.mz/wiki/M%C3%A9xico
http://saber.sapo.mz/wiki/Baja_California
http://saber.sapo.mz/wiki/Florida
http://saber.sapo.mz/wiki/Caribe
http://saber.sapo.mz/wiki/Am%C3%A9rica_do_Sul
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25 familias de angiospermas endémicas dessa regido, apenas 11 nao estao
representadas em nosso pais®.

Tratando-se de pais em desenvolvimento, muito precisa ser realizado visando
conhecer os diferentes biomas existentes, sua diversificada flora, sua biologia, ecologia e
distribuicdo geogréafica da maioria das espécies botanicas que medram em seu territorio.
Estudos redobrados sdo urgentes e necessarios pois, embora constantes no tempo, as
pesquisas envolvendo nossos vegetais lamentavelmente passam por minimos e
maximos, consoante muitas vezes aos programas governamentais em voga.

Presentemente assistimos um interesse em todos os niveis do Estado brasileiro,
incluindo as secretarias de salde municipais que se voltam a aplicacdo das praticas
integrativas e complementares em saude, fazendo ressurgir os conhecimentos da
farmacobotanica, farmacoergasia, farmacologia e fitoterapia elementos para a inclusao
de plantas medicinais no todo ou em parte assegurando sua autenticidade e eficacia,
estimulando recursos que envolvem mecanismos naturais de prevencdo de agravos e
recuperacdo da saude no desenvolvimento do viés terapéutico e na integracdo do ser
humano com o meio ambiente e a sociedade.

Ao contrario do que se observava até duas décadas passadas, o momento atual
cobra e a opinido oficial parece concordar de que a planta reputada como medicinal e
seus extratos ndo devem ser empregados diretamente sem uma avaliacdo maior de seus
constituintes incluindo isolamento, caracterizacao e ensaios necessarios de bioatividade.

Neste contexto direcionamos nossa tese aprofundando estudos de bioatividade

envolvendo Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & J. W. Grimes, o “abaremotemo”

4 Smith, N., Mori, S.A., Henderson, A., Stevenson, D.W. & Heald, S.V. 2004. Flowering plants of the Neotropics.

Princeton University Press, Princeton.
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de antanho, vegetal com conotacdo medicinal e com forte endemicidade em sua
ocorréncia, buscando-se informacdes etnobotanicas e etnomedicinais em inameras
obras floristicas, assim como pesquisando em bases de dados atuais, permitindo

incorporar também informacdes fitoquimicas indispensaveis a esta eleicao.



é. .
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos toxicologicos e farmacoldgicos através das atividades
antimicrobiana, antiinflamatdria, cicatrizante, antinociceptiva e antitumoral do extrato
bruto etandlico das cascas de Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes (EEAC)

Macbr e de suas fracoes isoladas.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a toxicidade aguda com reacdes comportamentais do extrato etandlico de
A. cochliocarpa (EEAc) frente a camundongos albino Swiss Mus musculus e

determinar a DLsg por via oral e intraperitoneal;

e Investigar os efeitos in vitro com atividade antimicrobiana do extrato do EEAc a
partir do método de difusdo em meio sélido através da técnica de pogos e de disco
sobre culturas bacterianas de Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus mutans, Streptococcus salivares, Streptococcus oralis e
Lactobacillus casei (referentes a microbiota bucal) e Staphylococcus aureus;
Bacillus subtilis; Enterococcus faecalis; Escherichia coli; Pseudomonas
aeruginosa,; Serratia marcescens; Mycobacterium smegmatis, bem como do fungo

Candida albicans (quanto a microbiota cutanea cranio-cérvico-facial).

e Verificar in vitro a acéo antimicrobiana do EEAc através do método de difusdo em
meio solido sobre culturas bacterianas de Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus salivares, Streptococcus oralis e

Lactobacillus casei;

e Avaliar a atividade cicatrizante do EEAc através do estudo comparativo entre 0s

grupos controle e padréo;
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Averiguar os tipos histoldgicos de infiltrados celulares nos sitios cirargicos tratados

e do reparo tecidual apds o 6bito dos animais;

Realizar a triagem fitoquimica do EEAc e efetuar cromatografia em coluna do
EEAc, visando o fracionamento de sues componentes majoritarios (saponinas e

taninos);

Determinar a atividade antiinflamatéria do EEAc através do ensaio de edema de

pata induzido por carragenina;

Avaliar a acdo analgésica central do EEAc e de suas fracfes a partir de testes de

contor¢des abdominais, formalina, placa quente e imerséo de cauda;

Determinar o efeito da administracdo do EEAc e de suas fragcbes, quanto a
inibicdo de neoplasias malignas (Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180), em

camundongos;

Realizar o estudo histopatolégico da acdo do EEAc e de suas fracdes frente aos
tumores Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich bem como dos 6rgéos (figado,
baco, rins e pulmé&o).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Estudo sobre Abarema Cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes.

Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & J. W. Grimes, é uma das 19.500
espécies que compde Leguminosae Adans (=Fabaceae)®, esta, representando a terceira
maior familia de angiosperma® com difusdo nos multiplos ecossistemas do mundo e
chegando abrigar atualmente cerca de 730 géneros (Lewis et al. 2005). A regiao
neotropical tem demonstrado ser um significativo centro de endemismo dessa familia,
aonde 100 géneros e 2.500 espécies véem ai circunscritos, seus limites de distribuicao
(Lavin, 1994). Para o Brasil estima-se um total de 176 géneros abrigando 3.200 espécies
(Giulietti et al, 2005).

A. cochliocarpa esta inserida na subfamilia Mimosoideae, a qual juntamente com
Caesalpinioideae, e Papilionoideae (=Faboidea) vem sendo consideradas subordinadas
a Leguminosae. De fato, analises filogenéticas tém demonstrado que esta familia é
monofilética (Wojciechowski 2003, Wojciechowski et al. 2004, Lewis et al. 2005) e, com
base nestas evidéncias, esta é a posicdo sistematica que tem prevalecido (Lewis &
Schire 2003)%. O monofiletismo de Leguminosae foi confirmado por Chappill (1995) e
Doyle et al. (2000), possuindo como sinapomorfias folhnas compostas, alternas, com
pulvinos; presenca de uma pétala adaxial diferenciada; ovario monocarpelar, placentacéo
marginal e fruto tipo legume. Dados indicativos sobre o nimero de componentes de
Leguminosae e as subfamilias correspondentes acham-se disponibilizados em gréfico
construido a partir de informagfes contidas em Polhill & Raven 1981; Lewis et al. 2005

(cf. grafico 1).

> O nome Leguminosae, alternativo & Fabaceae, sugerido por Lewis & Schrire (2003), foi adotado pelo
Cdédigo Internacional de Nomenclatura Botanica - Cédigo de Viena (McNeill et al. 2006) ressaltaram
aqueles autores a ambiguidade existente empregando-se Fabaceae para sinonimizar Papilionoideae.

6 Superada apenas por Asteraceae e Orchidaceae (Lewis, G.P; Schrire, B.; Mackinder, B; Lock, M. 2005.
Legumes of the world. Royal Botanic Gardens, Kew. 577pp.

" Estes nimeros mostram uma evolucdo no conhecimento de Leguminosae no Brasil, pois ha duas
décadas eram 178 géneros e 1550 espécies (Barroso, 1984), passando ha uma década para 188 géneros
e 2800 espécies (Lima, 2000) e 200 géneros e 1500 espécies (Souza, V. C.; Lorenzi, H. 2005. Botanica
sistematica: guia ilustrado para identificacdo das familias de angiospermas da flora brasileira, baseado em
APG II. Nova Odessa: Instituto Plantarum, p 291-328.)

8 Em concepcao anterior eram tratadas na ordem Fabales, como familias independentes: Caesalpiniaceae,
Fabaceae e Mimosaceae (Hutchinson, 1964. The genera of flowering plants. v.1 Oxford: Claredon Press;
Cronquist A. 1988. The evolution and classification of flowering plants. Kansas: Allen Press.
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Componentes de Leguminosae
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Tribos Géneros Espécies
Grafico 1 — Componentes da familia Leguminosae

Abarema cochliocarpa (cf. figura 1 e 2) é uma espécie nativa do Brasil e endémica
da mata atlantica. Pode ser encontrada nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Espirito Santo, Bahia, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Sao Paulo. Ocorre em floresta pluvial densa, floresta estacional semidecidual,
restinga, cerrado ou campos rupestres, em altitudes de até 1100 m°. Apresenta ampla
distribuicdo geografica e abrange praticamente toda a porcao oriental do Brasil (IGANCI;
MORIM, 2009).

Tem como sinonimia cientifica Mimosa cochliacarpos Gomes; Inga cochlocarpos
(Gomes) Martius; Feuilleea cochlocarpa (Gomes) Kuntze; Pithecolobium cochliocarpum
(Gomes) Macbride; Inga nandinaefolia DC; Mimosa vaga Vell.; Pithecolobium
auaremotemo Martius; Vulgarmente € conhecida como barbatiméo, borddo de velho e
inga negro (IGANCI; MORIM, 2009).

A fragmentagdo das areas de ocorréncia predispde esta espécie a vulnerabilidade de extingdo, como
assinalado pela International Union for Conservation of Nature and Natural Resources (IUNC), 2010.1,
disponivel em http://www.redlist.org. Acesso em 13/06/2010.


http://www.redlist.org/
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113,

PITHECOLOBIUM Avaremolemo,

Figura 2 —Reproducao de Abarema cocliocarpa in Flora Brasiliensis.



3.1.1 Descricao da espécie

7. PITHECOLOBIUM AVAREMOTEMO MART. glabrum
v. minute glanduloso-puberulum; pinnis 2—3- v, rarius 4-jugis,
foliolis 2—4-jugis ovatis v. obovatis rhombeisve basi acutis con-
coloribus; pedunculis axillaribus, floribus in capitulo sessilibus,
corolla calycem subtriplo excedente, staminum tubo incluso;
legumine circinato, valvis coriaceis demum contortis.

Tabula nostra OXIII.

Inga nandinaefolia DC. Prodr. 1. 140.

Mimosa vaga Vell. FIl. Flum. Ic. XI. t. 13.

Pithecolobium Avaremotemo Mart. Herb. Fl. Bras. 115,

Mimosa cochliocarpa Gomez Obs. Pl Bras. 307 v. 247
£ 4.8 3

Inga cochlocarpos Mart. Reise I. 549,

Avaremotemo Brasiliensium.

Arpor 30—40-pedalis ramosissima, cortice rugoso. RAMULI ju-
niores leviter angulati, uti petioli pilis brevissimis glanduliferis leviter
puberuli, mox glabrati. STIPULAE ad tuberculum brevem acutum reductae
v. omnino deficientes. Foria et inflorescentia siccitate nigricantia,
PETIOLUS communis uti rhachis pinnarum 1—2-pollicaris, rarius longior,
GLANDULAE parum conspicuae inter pinnas jugorum omnium et interdum
inter foliola suprema. ForioLA 1—2 poll. longa, variant ovata obovata
v. thombea, obtusa acuta v. saepius acuminata, basi cuneata v. rarius
rotundata, e costa subcentrali pennivenia. PEDUNCULI in axillis 2—3-ni,
bipollicares v. paullo longiores, glabri. BRACTEAE minutae. FLORES
interdum 4-meri, saepius tamen more generis 5-meri, glabri, albo-
virentes, demum flavescentes. CArLyx 1 lin. longus, CoroLLa 3-lin.
STAMINA alba, corolla vix triplo longiora, tubo corolla breviore. LEgu-
MEN sessile, gyro saepe duplici interdum 3-plici circinatum , 1%/, poll.
diametro, planum, coriaceum, marginibus leviter incrassatis, valvis intus
rubentibus post anthesin valde contortis.

Habitat in silvis per magnam plagam Brasiliae tropicae. F. gr. in
provincia Rio de Janeiro frequens: Martius, Lhotsky, Pohl, Sello, Lusch-
nath, Weddell, Burchell n. 944, Glaziou n. 1566; in deserto provinciae
Bahiensis et in mediterraneis provinciarum Pernambucensis et Cearensis :
Martius.

Figura 3- Descricdo Botanica de A. cochliocarpa (Flora Brasilienses)

44
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A. cochliocarpa consoante as condicdes edafoclimasticas em que medra,
normalmente apresenta um porte arboreo com altura de aproximadamente 30 m em
floresta ombrofila densa ou estacional semidecidua, mostrando-se mais para arvoreta
retorcida (4 m) ou arbusto (1 m) em solo arido, pouco profundo ou pedregoso (Figura 4).
Apresenta indumento ferrugineos nos ramos pubescentes e esparso-pulverulentos, com
muitas lenticelas (LEWIS,1987; IGANCI & MORIM 2009).

Figura 4. Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes.
Fonte: JESUS, 2009.

Possui folhas com (2) 3 (4) pares de pinas (Figura 5); raque pubescente, com
peciolo de 1-4 cm, canaliculada; peciolo 1 — 4 cm, canaliculado, pubescente, ferrugineo;
pinas com (2) 3 — 4 pares de foli6lulos; folidlulos 2 — 7 x 1 — 4 cm, membranaceos, de
lanceolados a obovados, apice acuminado, faces abaxial e adaxial glabras.
Coflorescéncias homomorficas, racemos capitados; raque 0,1 — 0,2 cm, pubescente,

ferruginea; pedunculo 3,5 — 10,5 cm. Bractéolas lanceoladas, ca. 1 mm, pubescentes.



46

Figura 5. Folhas bipinadas de Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes (2X)
Fonte: JESUS, 2009.

Suas flores sdo subsésseis a pediceladas com célice medindo 2—3 x 1-2 mm com
margem ciliada e corola de 5-6 x 1-2 mm (Figura 6) (IGANCI & MORIM 2009).

Figura 6. Inflorescéncia branca ou amarelada de Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes
(Aumento 2X). Fonte: JESUS, 2009.
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O Fruto, vagem com valvas espiraladas (Figura 7) onde as sementes, geralmente
em numero de 8-13, medem em média 8 x 6 mm e se apresentam bicolor e de formas

globosas a lentiformes dispostas em varias fileiras (Figura 8) (IGANCI & MORIM 2009).

Figura 7. Fruto tipo vagem de Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes (Reduzido 2X).
Fonte: JESUS, 2009.

Figura 8. Fruto com exposicao de sementes, bicolor, de Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes
Fonte: JESUS, 2009.

Em floresta pluvial densa e em floresta estacional semidecidual, ocorre como

arvore de grande porte (até 30 metros). Em regibes mais aridas, com solo raso e
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pedregoso ocorre como um arbusto retorcido (1-4 m alt.) e com folhas diminutas. E
facilmente reconhecida, no entanto, por apresentar indumento ferrugineo pulverulento
Nos ramos e no epicarpo, semelhante ao encontrado no género Stryphnodendron Mart. O
desenho formado pela coloracdo diferenciada na testa da semente € peculiar a P.
cochliacarpum e divide a semente com uma linha mediana, acompanhando o
pleurograma mediano-basal. A presenga de lenticelas nos ramos também & um carater

exclusivo para esta espécie. (IGANCI; MORIM, 2009).

O screening fitoquimico realizado com os extratos hidroalcodlico das cascas e das
folhas de A. cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes, foram positivos para saponinas,
flavondides e taninos, entretanto a presenca de alcaldéides foi muito discreta
(SARMENTO, 1999).

A. cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes pode ser utilizado internamente como
antiinflamatodrio, para esse efeito, as cascas sdo preparadas na forma de infuso, tintura,
decocto, vinhos e garrafadas (OLIVEIRA; SILVA, 1994).

Figura 9. Casca do caule de Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes.
Fonte: JESUS, 2009.

Pereira et al., (2005) relatam que as cascas do caule dessa espécie sdo usadas
medicinalmente no tratamento de lesées na pele, cuja forma de preparo é através do po,

maceracdo ou cozimento e sdo utilizadas na formas topica, oral ou banho. Em
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combinacdo com Anarcardium occidentale L., Schinus terebinthifolius Raddi, P.

cochliocarpum é utilizada pela populacdo no tratamento de afeccbes dermatoldgicas

como cicatrizante e antiinflamatorio.

Em estudo etnobotanico Silva e Andrade (2005) determinou as relacdes entre
comunidades e vegetacdo na Zona da Mata de Pernambuco enquadrando as plantas nas
categorias de uso alimentacdo, comércio, construcdo, magico, medicinal, tecnologico e
outros. Segundo os autores, o A. occidentale (caju-roxo), P. cochliocarpum (barbatenon)
e S. terebintifolius (aroeira), foram as plantas medicinais mais citadas por essa

populacdo como de atividade antiinflamatéria e cicatrizante.

De acordo com Oliveira (2006) o extrato etandlico da casca do caule de P.
cochliocarpum causou inibicdo do crescimento de S.epidermides e C. albicans na
concentracdo de 5.000 yg/mL; porém nao apresentou atividades sobre bactérias Gram-

negativas, como P. aeruginosa e E. coli.

Trabalhos feitos por Sarmento (1999) com a particdo cloroférmica do extrato
hidroalcoolico e butandlica da casca de P. cochliocarpum, resultou numa potente

atividade sobre S. aureus.

Lima (2007) analisou a atividade antiinflamatéria do extrato bruto etandlico das
cascas do caule de P. cochliocarpum quando administrados por via intraperitoneal,

porém essa atividade ndo apresentou resultados significativos.

3.1.2 Perfil fitoquimico do género Abarema

A. Cochliocarpa ndo foi alvo de pesquisas fitoquimicas mais aprofundadas,
constatando apenas de abordagens superficiais para a definicho de grupos de
metabdlitos secundarios. Mesmo assim, com protocolos por via Umida (reacdes em tubos
de ensaio), que deixam muito a desejar, principalmente quando se trata de analise de

extratos vegetais estes em geral coloridos por natureza.
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Consultando algumas bases de dados (Science Finder Scholar, Napralert, Google,
etc.) consta-se a existéncia de algumas pesquisas ja efetuadas envolvendo outros
representantes de Abarema onde se expressa no quadro 1 algumas substancias
definidas abrangendo principalmente flavonoides, saponoésidos e proantocianidinas

(condensadas e leucoantocianidinas).

Em prospeccdo que efetuamos constatou-se que as cascas do caule de A.
cochliacarpa, possui, predominantemente proantocianidinas condensadas,
leucoantocianidinas, saponésidos e flavondides (raros), um padrdo que parece

predominar nos demais membros do género Abarema (cf. apéndice).

Quadro 1 — Constituintes quimicos isolados do género Abarema

Espécie Compostos Referéncias
vegetal
Pithecellobium (-)-5,3',4',5'-tetrahidroxilflavan-7-gallato Bao et al,
clypearia 2009.
OH OH
HO / OH
o o R |
HO * OH
OO
OH
Pithecellobium fac Saxena;
dulce \c —CH-CH, Singhal;
- Madhuri, 1999.
OH
o o CH 3 °
CH 3 o
HO
OH go HO
HO
3'-Prenilapigeine 7-O-rutindsido




o1

Pithecellobium
clypearia

HO
HO

HO

OH
OR

OH

OH  7.0-galloyliricetiflavan (1): R=H
7.4'-0O-di-galloyltricetiflavan (2): R=COOCgh

Li et al., 2006.

Pithecellobium Ma et al,
lucidum 2008.
Me o
OH
OH OH
OH
—0 OH
oH o o o [}
OH OH OH CH3
HO OH Me OH Me
o o
o OH
OH
OH OH
OH OH
Pithecellobium 19-B-D-Glucopyranosyl  6,7-dihidroxi  kaurenoato (1). | Gonzalo et al.,
albicans 2008.

H
s
= H
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Pithecellobium Khan; Clark;
racemosum McChesney,
1997.

CH

Arabinose GH HO
NHCOCH,

Glu NAc

Arabinose

3-O[cx-L-arabinopiranosil (1 -2)][«x-L arabinopiranosil (1 -
16}

6)]2-acetoamido-2-desoxi- -D-glico-pyiranosil acido

oleandlico

3.2 Toxicidade das Plantas Medicinais

Para Turolla, Nascimento (2006), as plantas medicinais apresentam substancias
gue podem desencadear reacdes adversas, seja de seus préprios componentes, seja
pela presenca de contaminantes, ou até mesmo, resultado das preparacfes caseiras
duvidosas e também os adulterantes contidos em fitoterapicos j& comercializados. No
entanto, os efeitos adversos dos agentes fitoterapicos sdo menos freqientes quando
comparados com as drogas sintéticas (CALIXTO, 2000).

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

A toxicidade aguda € um estudo conduzido antes que os ensaios farmacologicos

sejam iniciados, e representa uma avaliacdo estimativa e preliminar das propriedades
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toxicas de um fitotergpico, fornecendo informacdes acerca dos riscos sobre a saude,
resultantes de uma exposi¢éo de curta duragéo pela via selecionada (DI STASI, 1996).

Com o objetivo de determinar a sintomatologia em curto prazo apdés a
administragao de um composto, bem como o bindbmio dose-efeito letal, estimou-se um
parametro denominado dose letal 50%, mais conhecida como DLs, (BARROS; DAVINO,
2003).

3.3 Cicatrizacao

Ferida € a separacdo dos tecidos do corpo ou qualquer lesdo tecidual, seja
epitelial, mucosas ou nos 6rgaos, com prejuizo de suas fun¢des basicas. Elas podem ser
produzidas por fatores extrinsecos como a incisdo cirurgica, lesdes acidentais, corte e
trauma, ou por fatores intrinsecos, como aquelas produzidas por infec¢céo, e as Ulceras
cronicas, causadas por alteracdes vasculares, defeitos metabdlicos ou neoplasias
(WENDT, 2005).

A cicatrizagdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a reconstituicdo do
tecido. Tal evento é um processo dinamico que envolve fenbmenos bioquimicos e
fisiolégicos de forma sequencial, a fim de garantir a restauracao tissular (MANDELBAUM,;
DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Quando de origem cutanea, a cicatrizacdo é mais complexa, pois envolve
inflamacao, reepitelizacdo, angiogénese, formacao de tecido de granulacdo e deposicao
de matriz intersticial, eventos realizados por grande numero de diferentes tipos de
células, como queratindcitos, fibroblastos, células inflamatérias e endoteliais, influéncias
célula a célula, interacdo entre células, matriz intersticial e fatores de crescimento, de
modo a reparar os tecidos danificados (TENIUS; BIONDO-SIMOES:; IOSHIl, 2007).
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Este processo pode ser dividido em cinco fases principais, que séo: coagulacéo,
inflamacéo, proliferacdo, contracdo da ferida e remodelacdo (MANDELBAUM; DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

De um modo geral, este se deve a um mecanismo competitivo entre a sintese e a
lise de colageno. Inflamagcdo e infeccdo sdo as causas mais importantes de lise
excessiva de colageno, alterando o equilibrio mencionado e impedindo a unido das
bordas das feridas (WENDT, 2005). A reacéo inflamatdria sera nociva se for intensa, pois
assim compromete a microcirculagao e a proliferacdo de fibroblastos na regido da ferida
(BRITO FILHO et al., 2006).

As grandes mudancas ocorridas nas ultimas décadas nos conceitos referentes a
cicatrizagdo tém mobilizado as industrias a desenvolver e colocar no mercado produtos
cada vez mais especificos que sejam eficazes e adequados a cada tipo de ferida, em
termos de custo/beneficio (WENDT, 2005).

3.3.1 PROCESSO DE CICATRIZACAO CUTANEA

O processo envolve uma complexa sequéncia de eventos celulares e bioquimicos
com o objetivo de restaurar a integridade tecidual apds o trauma. Existe uma diferenca
entre regeneracao tecidual e cicatrizacdo. A primeira envolve a reconstituicdo dos
componentes teciduais de forma idéntica aqueles destruidos enquanto que a ultima é
uma resposta fibroproliferativa, na qual os anexos epidérmicos ndo se regeneram e
mantém uma cicatriz de tecido conjuntivo em lugar da rede mecanicamente eficiente de
coldgeno na derme nédo ferida. Porém, em feridas muito superficiais, o epitélio é

reconstituido e pode haver pouca formacéo de cicatrizacdo (SCHIRATO et al., 2006).

A cicatrizagdo constitui resposta imediata, dindmica e interativa do organismo a
lesdo tecidual, com o objetivo de restaurar a continuidade anatdomica e funcional do
tecido (BARBUL, 1990; THORNTON; SCHAFFER; BARBUL, 1997). Sob o ponto de vista

histologico, pode ser definido como a substituicdo do tecido lesado por tecido conjuntivo
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fibroso no qual formara uma cicatriz, restaurando a estrutura e preservando a funcédo do
tecido normal (DIEGELMANN, 1997). Consiste em processo que envolve células
inflamatorias e do parénquima lesado, complexa cadeia de mediadores solaveis, bem
como a matriz extracelular (GILLITZER; GOEBELER, 2001; EFRON, 2001).

As lesbes cutaneas normalmente cicatrizam de uma maneira ordenada e eficiente,
sendo classificadas nas seguintes fases: hemostasia, inflamatéria, proliferativa ou de
granulacéo e de remodelacdo da matriz extracelular ou maturacdo (Figura 8) (SINGER,;
CLARCK, 1999; KUROKAWA et al., 2006)

3.3.1.1 Hemostasia e Fase inflamatéria

O primeiro evento da cicatrizacdo é o controle da hemorragia na area lesionada ou
homestasia, uma vez que a leséo tecidual causa rompimento dos vasos sanguineos com
a consequente liberacdo dos seus constituintes, ainda que este sangramento nao seja

observado macroscopicamente no leito da lesdo (CLARCK et al., 1998).



56

Pele Hemdcias
\ Lesio / Plaquetas Fibrina

-

Epiderme
e derme

Macrofagos

a. Formagio da lesao

TGF
PDG

Macréfagos

d. Fase inflamatéria (48h) —

Colagene l Fibroblasto

e. Fase proliferativa (72h) ———» f. Fase de remodelagio da
Matriz Extracelular (semanas a
meses apds a formagio da lesdo)

Figura 10: Etapas do processo cicatricial de lesBes cutdneas. PMN- neutréfilos polimorfonucleares, PDGF-
Fator de Crescimento Derivado de Plaqueta e TGF-f3- Fator de Crescimento Transformante-beta.
Fonte: Experts Reviews in Molecular Medicine, 2003. Cambridge University Press

A prépria lesdo endotelial ativa as plaquetas que iniciam a formacdo de um
tampdao plaquetario, o qual € o processo hemostatico inicial que para o sangramento.
Estas células sdo as primeiras a se apresentarem no sitio da leséo, pois secretam varios
mediadores envolvidos na cicatrizagdo. Em paralelo, a cascata de coagulacao é iniciada,

contribuindo para a conversao do fibrinogénio em uma rede de fibras de fibrina insoltveis
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(SANTORO; GAUDINO, 2005), fornecendo dessa maneira uma matriz extracelular
(MEC) provisoria para migragdo celular (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

As plaguetas além de facilitarem a formacdo do tampao plaquetario, secretam
fatores de crescimento e citocinas, dentre os quais, 0S mais importantes sdo o Fator de
Crescimento Derivado de Plaqueta (PDGF) e o fator de crescimento Transformante-beta
(TGF-B). O PDGEF inicia a quimiotaxia dos neutréfilos, macrofagos, células musculares
lisas e dos fibroblastos e, além disso, estimula a mitogénese dos fibroblatos e das células
musculares lisas. J& o TGF-B, além de atrair macrofagos, também estimula os mesmos a
secretarem citocinas adicionais como FGF (fator de crescimento dos Fibroblastos), IL-1
(Interleucina- 1) e o préprio PDGF (DIEGELMANN; EVANS, 2004). O TGF-B1, TGF-B2 e
TGF-B3 promovem forte estimulo na migracdo de fibroblastos e células endoteliais, bem
como, na deposicdo da MEC pelos fibroblastos durante a formagéo do tecido de
granulacao (LI, CHEN; KIRSNER, 2007).

A medida que a hemostasia vai-se concluindo, a resposta inflamatéria € iniciada
(TSIROGIANNI et al., 2006) e clinicamente observam-se alguns sinais tipicos da
inflamagé&o tais como, edema, hiperemia, calor e dor (DIELGELMAN; EVANS, 2004). No
universo microscoépico, os neutréfilos sdo os primeiros tipos celulares sanguineos a se
apresentarem na area da lesdo, poucos minutos apds a sua formacdo, devido a
guimiotaxia por mediadores liberados pelas plaguetas (especialmente o PDGF e o TGF-
B), células pertencentes ao sistema imune (principalmente os macrofagos),
microorganismos ou ainda devido a ativacdo do sistema complemento (TSIROGIANNI et
al., 2006).

Nas primeiras 24 horas, os neutréfilos constituem as células predominantes na
ferida. Eles caracterizam a primeira linha de defesa celular, eliminando particulas
estranhas e destruindo microorganismos por fagocitose e pela liberacdo de enzimas.
Segundo Werner & Grose (2003) além de sua funcéo fagocitaria, os neutrofilos possuem
acao proé-inflamatéria devido a liberacdo de citocinas que ativam os fibroblastos e as
células epiteliais (queratindcitos). Posteriormente, o numero de neutrdéfilos diminui e o de
monaocitos e macrofagos predomina (LI CHEN; KIRSNER, 2007).
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Caso a ferida ndo esteja severamente infectada, em poucos dias o numero de
neutréfilos diminui devido a fagocitose realizada pelos macrofagos. Desta maneira,
depois de um ou dois dias, mondcitos teciduais infiltram-se no local da leséo e
diferenciam-se em macrofagos que participam e concluem o processo inflamatorio,
realizando um debridamento no local da injdria, processo esse facilitado pela fagocitose
e pela producdo de enzimas como a colagenase e elastase (SZPADERSKA; DIPIETRO,
2005). Assim, a presenca dos macréfagos o local da injaria indica que a fase inflamatéria
estd aproximando-se do seu fim e conseqientemente a fase proliferativa esta sendo
iniciada (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

2.1.2 Fase proliferativa

O surgimento do tecido de granulagcéo, a reepitelizacdo e a contragdo da ferida
ocorrem durante a fase proliferativa, os quais desempenham papéis importantes na
cicatrizacdo normal (REGAN; BARBUL, 1994).

O tecido de granulacdo inicia o preenchimento no local da lesdo 2 ou 3 dias
depois da sua formacdo, onde esse tecido nada mais é do que o proprio tecido
conjuntivo, o qual recebe essa denominacéo devido a sua aparéncia granular, a qual
apresenta inumeros capilares (WERNER; GROSE, 2003).

O tecido granular € composto pelas células endoteliais, fibroblastos, macrofagos,
linfocitos e pela nova MEC. Nessa fase, os macrofagos liberam PDGF, TGF- e o TGF,
gue estimulam a proliferacdo e migracdo dos fibroblastos para o local da lesdo, sendo
estes fibroblastos as células predominantes nessa fase de reparacao tecidual, atingindo
o pico de proliferacio no 7° dia pos-trauma (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003).

Uma vez ativados, os fibroblastos sofrem alteragBes fenotipicas e iniciam a
sintese e secrecdo de componentes da MEC, como o0s glicosaminoglicanos,
proteoglicanos e as fibras colagenas do tipo | e Ill, associadas a proliferacdo e ao
crescimento interno dos capilares (angiogénese ou neovascularizacdo da ferida)

(TSIROGIANNI et al., 2006). Alguns fibroblastos adquirem caracteristicas fenotipicas de
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miofibroblastos e participam do processo de contracao cicatricial (WELCH; ODLAND;
CLARK, 1990). A fibronectina, uma importante glicoproteina desta matriz, exerce funcao
de estimulo e suporte para os fibroblastos e para o colageno produzido, mediando
também o fendbmeno de contracdo (PEARLSTEIN, 1976).

A angiogénese refere-se a formacdo de novos vasos sanguineos, a fim de prover
nutrientes e oxigénio ao tecido cicatricial, além de permitir a migracdo de células
inflamatorias para a ferida. Em resposta a lesédo inicial, as células endoteliais da
microcirculagdo iniciam o processo angiogénico, que consiste na ativagdo destas células,
degradacédo da sua membrana basal, proliferacéo celular, formacdo da estrutura capilar
tubular e reconstituicdo da membrana basal (SINGER; CLARK, 1999).

Nos primeiros trés dias ap0s a lesao, o principal fator estimulador da formacé&o dos
vasos € o FGF, enquanto do 4° ao 7° dia, durante a formac&o do tecido de granulacéo, o

fator de crescimento vascular endotelial torna-se mais importante (NISSEN et al., 1998).

A MEC também tem importante participacdo neste processo, seja atuando como
fator de suporte para os novos capilares, ou como reservatorio de inimeros fatores de
crescimento (LI, ZHANG; KIRSNER, 2003). Quando o espago da ferida e completamente
preenchido por tecido de granulacdo, a angiogénese cessa e muitos dos vasos

sanguineos formados desintegram-se por apoptose (ILAN; MAHOOTI; MADRI, 1998).

Outro evento importante que ocorre nesse periodo é a reepitelizacdo das feridas,
fenbmeno precoce, que se inicia algumas horas apos a lesdo (HELL; LAWRENCE,
1979).

Na pele integra, as células epiteliais estdo ligadas a membrana basal, porém
guando ocorre a lesédo cutanea, elas sofrem alteracfes fenotipicas incluindo a perda dos
demossomas e hemidesmossomas para poder restabelecer uma fina membrana basal.
Primeiramente, os queratinécitos respondem ao defeito epidérmico migrando das bordas
integras do epitélio em diregdo ao centro da lesdo. Um a dois dias apés a leséo inicial,
as células epidérmicas adjacentes as células ativas em migracdo comecam a se

proliferar. Os estimulos para proliferacdo e migragdo dessas células ainda ndo estédo
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definidos. A auséncia de células vizinhas nas margens da ferida ou efeito da “margem
livre”, a liberagdo local de fatores de crescimento — sendo os principais o fator de
crescimento epidérmico, o TGF-a e o fator de crescimento derivado dos queratinécitos —
associado ao aumento na expressao de receptores dos fatores de crescimento poderiam
estimular o processo de proliferacdo e migracdo das células epidérmicas (WERNER et
al., 1994; NANNEY; KING, 1996).

Com a reepitelizacdo, proteinas da membrana basal reaparecem de forma
ordenada, da periferia para o centro da lesdo. As células epidérmicas readquirem as
caracteristicas fenotipicas originais, aderindo-se firmemente a membrana basal e derme
neoformadas (CLARK et al., 1982).

Dessa maneira, com o passar do tempo (5° dia), a MEC provisoria é gradualmente
substituida por uma matriz colagenosa, uma vez que as fibras coladgenas tornam-se mais
abundantes e comecam a unir a incisdo (SINGER & CLARK, 1999).

3.3.1.3 Fase de remodelamento

Esta € a Ultima e mais longa fase do processo de cicatrizacdo. Sua duracéo
depende de variaveis como idade, estado nutricional do individuo, local da ferida, tipo de
lesdo e duracdo do processo inflamatério e proliferativo (STADELMANN, DIGENIS;
TOBIN, 1998). Consiste na substituicdo gradual do colageno imaturo (tipo Ill) da MEC,
por coldgeno maduro (tipo 1), bem como na reducéo do nimero de células inflamatoérias e
de vasos sanguineos neoformados (WELCH, ODLAND; CLARK, 1990).

Na derme humana normal, as fibras colagenas constituem aproximadamente 80%
do peso dérmico seco e representam a principal proteina estrutural, fornecendo suporte,
resisténcia e rigidez a pele (BOOTH; POLAK; UITTO, 1980).

Nos individuos adultos saudaveis, a derme € constituida por fibras tipo | e fibras

tipo 11l que representam 80% e 10% do colageno total, respectivamente.
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Durante as primeiras semanas do processo cicatricial em humanos, o colageno tipo Il é
o principal tipo de colageno produzido pelos fibroblastos. E encontrado apés as primeiras
48 a 72 horas do trauma, atingindo o pico maximo de producéo entre 5 e 7 dias. Assim, a
quantidade total de colageno aumenta progressivamente, atingindo seu maximo entre a
segunda e terceira semana de cicatrizagdo. Apds o periodo de 1 ano ou mais, a derme
cicatrizada gradualmente reassume caracteristicas prévias a lesdo, constituindo-se
basicamente de colageno tipo I. Com um més, a forca tensil readquire 40% do estado
original e pode continuar aumentando por um ano, atingindo ate 70% da resisténcia da
pele normal (SINGER; CLARK, 1999; LI, CHEN; KIRSNER, 2007).

Com o fechamento da ferida, o remodelamento gradual do colageno se faz por
degradacdo das fibras tipo Ill e producdo de colageno tipo I, o qual apresenta maior
alinhamento e ligacdes cruzadas entre as fibrilas (EHRLICH; KRUMMEL, 1996). Isso é
regido por um processo bastante controlado que envolve metaloproteinases secretadas
por macréfagos, células epidérmicas, endoteliais e fibroblastos da matriz cicatricial
(MIGNATTI et al., 1996; VISSE; NAGASE , 2003).

Estas enzimas geralmente sdo indetectaveis ou encontradas em concentragdes
minimas na pele normal, sendo, entdo, estimuladas durante o processo de cicatrizacdo
por citocinas, fatores de crescimento e pelo contacto célula-matriz. Inibidores teciduais
também exercem importante funcdo na modulacdo da atividade dessas enzimas, sendo
o equilibrio entre ativacao e inibicdo das metaloproteinases fundamental para o correto
processo de reparo e remodelamento cicatricial (MADLENER; PARKS; WERNER, 1998;
VISS; NAGASE, 2003).

3.4. Inflamacgéo

A inflamacdo é uma resposta a infec¢do, antigenos ou leséo tecidual e tem por
funcdo erradicar os agentes microbianos ou irritantes e potencializar o reparo tecidual
(CASTARDO, 2007).
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Fisiologicamente, a inflamacdo caracteriza-se por: vasodilatacdo, com
subsequente aumento do aporte sanguineo local, aumento da permeabilidade dos
capilares, permitindo o extravasamento de grande quantidade de liquidos para os
espacos intersticiais; migracdo de inumeros granuldcitos e mondcitos para o tecido
(diapedese); e edema intracelular. Alguns dos inimeros produtos teciduais que causam
tais reagOes incluem a histamina, a bradicinina, a serotonina, as prostaglandinas, os
produtos da reacdo do sistema de coagulacdo sanguinea e as linfocinas (GUYTON;
HALL, 2002).

Neste processo, cada estimulo provoca um padréo caracteristico de resposta que,
apesar da diversidade e complexidade dos mediadores quimicos, apresentam variacao
relativamente pequena, logo é de se esperar que 0s mecanismos farmacoldgicos
necessarios ao antagonismo deste processo fisiolégico também nao sofram grandes
variacbes nos seus mecanismos de acao, e a evolugcdo destas drogas desembocam
naturalmente no desenvolvimento de apresentacdes farmacologicas mais eficazes,
seguras e posologicamente confortaveis ao uso durante o tratamento com as mesmas.
(CASTARDO, 2007).

Trummel (1991) analisa que as drogas antiinflamatorias para uso sistémico
utilizadas na pratica clinica apresentam a inconveniente incapacidade de eliminar
especificamente o estimulo inflamatério localizado, onde através da supressao
inflamatéria, alguns destes farmacos podem comprometer gravemente 0s mecanismos
de defesa do organismo. O autor conclui que neste grupo farmacoldgico, a eficacia e a
toxicidade geralmente estdo intimamente associadas, e 0 seu uso crénico contribui ainda

mais para a possibilidade de ocorréncia de efeitos toxicos.

Gregori e colaboradores (1996) dividem as drogas antiinflamatérias em trés
grandes grupos: antiinflamatérios néo-esterdides e ndo-enzimaticos (AINES);
antiinflamatoérios esteroides e antiinflamatorios enzimaticos. No primeiro grupo incluem:
salicilatos, derivados da 5-pirazolona, derivados do &acido arilacético, fenamatos,
oxicanos e compostos heterociclicos ndo-acidos. Os corticoides s&o considerados bons
agentes na reducdo do edema pos-operatorio. Entretanto, interferem desfavoravelmente

sobre a evolugéo do reparo tecidual, ja que atuam sobre o metabolismo das proteinas e,
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portanto, na producdo de anticorpos. Ja os antiinflamatorios enzimaticos exercem acgdes
farmacoldgicas, segundo os autores, sobre o exsudato intersticial, ou seja, em uma fase
em que o edema ja se manifestou ndo representando o que mais se espera de um

antiinflamatdrio em cirurgia bucal, que € a intensidade da resposta inflamatéria.

A cicloxigenase (COX) catalisa a conversdo do &cido araquiddnico em
prostagladinas H,, que s&do precursores comuns para a sintese de prostagladinas,
prostaciclinas e tromboxanos. Atualmente é sabido que a cicloxigenase existe em duas
isoformas, as quais exibem propriedades catalisadoras similares, mas diferem em termos
de regulacdo da expressdo. A COX-1 é responsavel pela sintese de varios mediadores,
incluindo as prostaglandinas que protegem a mucosa gastrica e regulam a homeostase
renal, e os tromboxanos que iniciam a agregacao plaquetaria. Os leucotrienos também
promovem a inflamac&o e podem causar broncoespasmo. J4 o tecido lesado, resultante
de cirurgia, ira induzir a producdo de COX-2, que em termos, leva a sintese de
prostaglandinas que sensibilizam a fibras da dor e promovem a inflamacédo (RIENDEAU
et al., 2001; HAAS, 2002).

3.5 Dor e analgésicos opibides

Considerando os diversos problemas que envolvem mecanismos centrais, 0S
inerentes a dor tém merecido uma especial atencdo dos estudiosos da area, em razao de
ser a dor, em muitos casos, 0 Unico e destacado sintoma apresentado em varias
patologias de origem inicialmente desconhecida, e o seu alivio podendo ser obtido de
forma adequada por meios farmacoldgicos, com os agentes analgésicos (DUARTE,
2005).

O controle da dor no atendimento odontolégico é essencial para que o profissional
alcance seus objetivos. A dor €, ao lado do medo, um dos principais fatores responsaveis
pelo comportamento do paciente frente ao tratamento. As odontalgias embora
consideradas somaticas superficiais (localizadas) e melhor suportadas, muitas vezes,

apresentam-se como dor profunda, mal localizadas, associadas a nauseas, palidez,
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sudorese e podem ser referidas a outras areas e, nessas condic¢des, além de dificultar o
diagndstico, constituem-se excecao a regra (ROCHA et al., 2007).

A procura de novos opidides tem sido intensa nos ultimos anos, devido ao fato de
gque o0s atuais representantes desse grupo, embora tendo comprovada eficacia
terapéutica apresentam intensos e preocupantes efeitos colaterais nos seus Usuarios,
principalmente a tolerancia e a dependéncia, em decorréncia do seu necessario uso
continuo (ALMEIDA, 2002).

A morfina tem a capacidade de promover efeitos depressores e/ou estimulantes
que sdo particularizados por uma série de alteragbes no organismo, produzidos em
decorréncia de uma acéo direta nos receptores opidides do tipo y K e d e de seus
respectivos subtipos, e no trato gastrointestinal, induzindo a uma mistura de efeitos
estimulantes e depressores, cuja acdo global é a diminuicdo da atividade neuronal
(DUTHIE; NOMO, 1987).

Entre os mais destacados efeitos depressores estdo: analgesia (12), sonoléncia,
alerta mental diminuido (4 e K), depressdo respiratéria (u2), aumento da pressao
intracraniana (u1), supressdo da tosse (U2), peristalse intestinal diminuida (u2), menor
secrecdo &cida gastrica (U2 e K), inibicdo do centro do voémito (ul), diminuicdo da
temperatura corporal (ul1), diminuicdo da liberacdo do horménio luteinizante e do
horménio foliculoestimulante (u1) (SNYDER; CHILDRES, 1979; DUTHIE; NOMO, 1987).

Considerando ser a depressao do Sistema Nervoso Central (SNC) a acao
predominante dos opidides, as vezes observa-se efeito sobre o Sistema Nervoso
Autdnomo (SNA) como a contricdo da pupila (miose), que tem grande importancia
toxicologica, ja que ajuda na identificacéo clinica de usuéarios de heroina. Efeito este que
€ revertido pela aplicacdo oftdlmica de escapolamina (SAWYNOK; SCHLICHTING,
1986).

Um segundo local de acdo dos opidides € o trato gastrointestinal, local com
predominancia dos receptores (U e 8), os quais tanto resultam em agdes consideradas
Uteis do ponto de vista terapéutico, quando podem produzir efeitos colaterais

indesejaveis, especialmente naqueles pacientes que necessitam do uso por um periodo
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longo. Assim, pelo fato de produzirem constipacdo intestinal, eles sédo eficazes no
tratamento sintomatico da diarréia, onde ndo se observa nenhuma ac¢édo de tolerancia
para esse efeito (KOJIMA et al., 1974 ; KROMER, 1988).

Quanto aos principais efeitos estimulantes os analgésicos opidides apresentam;
euforia (ul1), aumento da liberagcdo de prolactina (ul) e efeito convulsivante (pl1) em
doses altas. Por outro lado, a acdo decorrente do uso prolongado desses analgésicos
nos receptores U e K é responsavel pelo desenvolvimento dos fendmenos de tolerancia e
dependéncia (PAN, 1993; DRUMOND, 2000).

A tolerancia e a dependéncia representam as acfes mais indesejaveis que 0s
analgésicos opidides provocam no homem. A primeira se caracteriza pela reducdo do
efeito da droga devido ao seu uso continuo, ja a segunda é o estado resultante da
absorcdo periddica ou continua de certas substadncias quimicas (analgésicos,
alucinégenos, hipnéticos, psicolanalépticos) no qual o individuo tem necessidade de uso
continuo. Essa acdo pode ocorrer também na forma cruzada, na qual drogas de
diferentes classes quimicas podem reforcar a dependéncia ou a abstinéncia (HURLE;
GIRIGOLZARRI; VALDIZAN, 2000).

Estudos “in vivo” com animais demonstraram a participacdo de outros
neurotransmissores no desenvolvimento da tolerancia a morfina. O bloqueio das acdes
do glutamato por antagonistas do receptor NMDA (N-metil Daspartato) e a glicina impede
a tolerancia e a dependéncia (TRUJILLO; AKYL, 1991). J& o oxido nitrico (NO) também
tem participacéo no efeito da tolerancia aos opidides, no entanto, o blogueio da sintetase
do 6xido nitroso tem uma acéo inibitéria sobre o efeito da tolerancia produzida pela
morfina (KOLESNIKOV et al., 1994). Embora os antagonistas dos receptores NMDA e 0s
inibidores da sintese do NO sejam eficazes sobre o efeito de tolerancia produzido pela
morfina e os agonistas &, eles apresentam pequeno efeito contra a tolerancia promovida
pelo receptor K. Estes efeitos podem ser revertidos parcial ou totalmente com seus
respectivos bloqueadores, e o efeito da tolerancia e da abstinéncia estdo intimamente
relacionados com a participagao dos receptores & e K respectivamente (CRAIN; SHEN,
1998).
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Outra grande utilizacdo clinica dos opidides tem sido seu uso como agente pré-
anestésico com a finalidade de produzir analgesia, sedacédo, reducdo da ansiedade e
ainda potencializar os efeitos dos anestésicos gerais. Os opidides mais usados com esta
finalidade sdo a propria morfina (opiaceo) e o fentanil (hipnoanalgésico sintético)
(DEWEY et al.,, 1997). A naloxona e a naltrexona, alil derivados da oximorfona, sé&o
considerados antagonistas puros e interagem com os trés tipos de receptores opidides
M, K, S (GUSTEIN; AKIL, 2001).

3.6 Cancer

O cancer é hoje um dos principais problemas de salde publica mundial. Dados
epidemiologicos apontam as neoplasias como a terceira maior causa de morte do

mundo, sendo a segunda entre doencas (INCA, 2009).

Céancer é a denominacdo genérica conhecida para uma série de doencas que
possuem em comum a hiperproliferacao de populacdes celulares especificas, com
potencial de invasdo de tecidos proximos e/ou distantes. Em termos patolégicos é
classificado como uma neoplasia maligna, ou seja, € o desenvolvimento de novos clones
celulares com atividade proliferativa superior as das células vizinhas e com carater de
invasao e destruicao tecidual acentuada (KNOWLES; SELBY, 2005).

Alguns autores descrevem o0 seu desenvolvimento como um processo
microevolutivo em escala celular, onde uma entre os bilhdes de células do organismo
humano desenvolve algum tipo de nova caracteristica que permite uma atividade
proliferativa superior as das células vizinhas frente as pressdes contra-proliferativas do
organismo. A regulacdo do numero de células dentro dos tecidos € fortemente realizada
tanto por mecanismos intracelulares, representados pelos mecanismos de inducao de
apoptose e reparacdo de DNA quanto por fatores de controle extracelular, representados
pelos mecanismos de inducdo de apoptose e reparacao de DNA quanto por fatores de
controle extracelular, como a supressao tumoral pelo sistema imune. A ocorréncia de

proliferacdes desordenadas como no caso do cancer ocorre pela falha na regulacdo de
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algum destes mecanismos, ou pelo desenvolvimento de clones malignos que conseguem

“‘escapar” destes mecanismos de regulagédo (MERLO et al., 2006).

Em tecido normal, a velocidade de formacé&o de novas células é contrabalanceada
por mecanismos fisioldgicos que levam a sua destruicdo, mantendo o equilibrio da
massa tecidual. A ruptura desse equilibrio, no sentido de producéo excessiva de células
anormais, pode levar ao desenvolvimento de neoplasias (COTRAN; KUMAR; ROBINS,
2000).

As causas para o desenvolvimento de tumores malignos sempre estdo
correlacionadas com algum grau de instabilidade genética. Essa instabilidade pode
decorrer de algum tipo de desordem gendmica hereditaria ou de alguma alteracéo
promovida por causas e fatores ambientais. Os fatores ambientais que desencadeiam o
processo de carcinogénese sdo denominados carcinégenos. Por sua vez, 0S
carcindbgenos sdo elementos quimicos, fisicos ou biolégicos, aos quais expdem o
individuo a riscos aumentados de desenvolvimento cancerigeno (SCULLY et al., 2000;
TODD et al., 1997).

O processo de carcinogénese é quase sempre, muito lento, podendo demorar
anos para que a célula transformada origine um tumor clinicamente detectavel. Esse
processo inclui trés estagios: iniciacdo, promoc¢éo e progressdo (DONNICI et al, 2005;
REDDY; ODHAV; BHOOLA, 2006).

A iniciacdo se da através da exposicdo de células normais a carcindgenos. A
conseqUéncia disso, ou seja, a transformacdo pode permanecer dormente e levar anos
para se manifestar. No segundo estagio, a célula iniciada sofre um longo periodo de
contato com o agente transformador. Neste momento, o estilo de vida pode ter efeitos
benéficos e evitar o desenvolvimento de canceres. A progressao ja € caracterizada pela
proliferacdo descontrolada das células malignas, evoluindo para as manifestacfes
clinicas e metastases (REDDY; ODHAV; BHOOLA, 2006; DONNICI et al, 2005).
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Uma classificacdo simples, mas de grande importancia pratica, é a de tumores
benignos e malignos. Esta divisdo baseia-se nos caracteres dos tumores, revelados por
meétodos clinicos e morfolégicos (FARIA; ALTEMANI,1988).

Os tumores benignos sao de crescimento lento, apresentando limites bem
definidos com o tecido adjacente, na maioria das vezes sao facilmente dessecados e néo
produzem metastases. Os tumores malignos, denominadas “cancer’, apresentam
crescimento rapido e infiltrativo, possuem, em geral, contornos mal definidos e podem
produzir metastases (COTRAN; KUMAR; ROBINS, 2000).

Os canceres sao classificados de acordo com o tecido e tipo de célula que Ihe dao
origem. Agueles originarios de células epiteliais sdo chamados carcinomas, e quando ha
presenca de tecidos conjuntivos ou musculares sdo denominados sarcomas. Para os que
ndo se enquadram nestas duas categorias incluem as vérias leucemias, derivadas de
células hematopoéticas e céanceres derivados do sistema nervoso (ALBERTS et al.,
2004).

Qualguer que seja a causa, trata-se basicamente uma doenca celular,
caracterizada por desvio nos mecanismos de controle que dirigem a proliferacdo e
diferenciacéo celular, além de processos de apoptose celular (MOFFATT et al., 2000).
Tudo isto, em decorréncia de certa mudanca no repertorio da expressao génica devido a
alguma mutacao ocorrida no DNA que determina o aparecimento e/ou o comportamento
da neoplasia (DUESBERG; RASNICK, 2000).

Os progressos da bioquimica e biologia molecular trouxeram esclarecimentos
sobre a patogenia dessa doenca em nivel bioquimico, o que permitiu novas abordagens
terapéuticas. Entretanto, como o cancer é uma familia de doencas, cada tipo de cancer
tem sua evolucgdo clinica (ENGERS; GABBERT, 2000).

Existem trés abordagens principais para 0 tratamento: excisdo cirdrgica,
radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia é considerada o método mais efetivo
(AJITH; JANARDHANAN, 2002), uma vez que muitos tumores caracterizam-se pelo

desenvolvimento precoce de micrometastases, o que evidencia a necessidade de uma
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abordagem terapéutica sistémica que é realizada pela quimioterapia (ENGERS;
GABBERT, 2000).

O sucesso no tratamento dos tumores por meio de farmacos depende da maior
sensibilidade das células neoplasicas, comparativamente as normais, uma vez que
células em proliferacdo sdo, em geral, mais susceptiveis a estes agentes do que as
quiescentes. Entretanto, as diferencas de sensibilidade entre células neoplasicas e
normais séo, as vezes, pequenas, e a toxicidade € um problema comum (RUSTIGI;
PODOLSKY, 1996).

3.6.1 Sarcoma 180

O Sarcoma 180 (S-180), ou tumor de Crocker, € um tumor indiferenciado que foi
descrito pela primeira vez em ratos wistar albinos machos, em 1914. Este tumor foi
encontrado na regido axilar direita e diagnosticado na época como carcinoma, mas 0
tecido de origem nao foi especificado, de forma que ndo se sabe se era uma neoplasia
cutdnea ou mamaria. Estudos posteriores demonstraram que suas células ndo produzem
laminina, o que ndo permite sua caracterizagdo como de origem epitelial, mas o nome
Sarcoma 180 ficou consagrado na literatura. O tumor invade musculo esquelético, tecido

adiposo, nervos e vasos sanguineos (STEWART et al., 1959).

Apesar de seu comportamento agressivo, esse tumor ndo produz metastases
(KURASHIGE; MITSUHASHI, 1982). O S-180 pode ser transplantado por inoculagéo
subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal e cresce rapidamente em 90 a 100% dos
animais inoculados, havendo uma taxa de regresséao natural de 8 a 10%. Préximo ao 28°
dia ap0s a inoculacdo subcuténea, alguns animais desenvolvem ulceracédo. O tempo de
sobrevida, em geral, € de 28 a 30 dias (ZUCKERBERG, 1973).
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3.6.2 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich € uma neoplasia transplantavel de origem epitelial maligna, &
correspondente a um espontdneo de glandula maméaria originario de camundongos
fémea, transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1906. Originalmente, de
crescimento solido foi e desde entédo € estudado na forma soélida, quando as células sao
inoculadas no tecido subcutaneo, ou na forma ascitica, quando inoculado na cavidade
peritoneal (EHRLICH, 1906; KLEIN; KLEIN, 1956).

Pode-se dizer que este carcinoma, por ser um dos primeiros tumores
transplantaveis conhecido, € um dos mais extensamente utilizados para experimentacao
(DAGLI, 1989). O tumor ascitico de Erlich se mostra bastante vantajoso frente a outros
tumores; por nao regredir de forma espontanea; por ser facilmente transplantavel no
tecido cutdneo ou peritbneo, desenvolvendo-se em tumor sélido ou ascitico,
respectivamente, apresenta um comportamento agressivo, pois cresce rapidamente,
mesmo quando implantado em doses extremamente pequenas e é capaz de crescer em
todos os animais que sao transplantados (DOGRE et al., 2007; NASCIMENTO et al.,
2006; SILVA; FIGUEREDO, YANO, 2007).

Foi demonstrado em estudos recentes, que a resposta inflamatoria € essencial
para o controle do tumor de Ehrlich, pois o alto influxo de células inflamatérias promove o
desenvolvimento do tumor. Este efeito provavelmente est4d relacionado com a
angiogénese e fatores de crescimento induzidos pela inflamacdo (NASCIMENTO et al.,
2006).

Segundo Dagli (1989) a avaliacédo histolégica do tumor de Ehrlich na forma sélida
pode ser descrita como: células com alto grau de atipias (anaplasia), caracterizadas por
nucléolos evidentes e numerosos, cromatina condensada, mitoses atipicas ou aberrantes
e relacdo nucleo-citoplasma maior que a das células normais. O estroma é constituido

por fibras colagenas e delicados capilares.
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RESUMO: O objetivo desta pesquisa foi estimar a toxicidade aguda do extrato etanolico
de Abarema cochliocarpa através da determinacéo da dose letal (DLsp) em roedores e da
Concentracdao letal (CLso) frente & Artemia salina. Foram utilizados camundongos albinos
Swiss (Mus musculus), fémeas, pesando entre 25 a 35 g nas quais foram administradas
doses de 100 a 600 mg/kg por via intraperitonial e 1.000 a 5.000 mg/kg por via oral. Os
sinais comportamentais foram avaliados durante uma hora ap6s a administracdo do
extrato etandlico de A. cochliocarpa, ficando em observacdo até 48 horas. O nimero de
Obitos foi quantificado para posterior célculo da DLsg. O célculo proporcional foi realizado
a fim de se obter a mesma dose para todos os animais de cada grupo. A administracédo
foi por via intraperitoneal com intervalo de 5 minutos para cada animal. Nos ensaios de
toxicidade por via oral a solugéo foi introduzida por via intragastrica através de céanula
metélica acoplada a seringa (gavagem). Os animais apresentaram algumas reacdes,
porém nao letais até a dose de 5.000 mg/kg. A DLso para via intraperitoneal foi calculada
pelo método de Karber e Behrens (1964), estabelecida em 257, 49 mg/kg (muito téxico,
grau 4). A CLso (543,5 pg/mL) demonstrou ser muito téxica frente a A. salina. Conclui-se
gue sob condi¢cdes agudas de exposicao, o extrato de Abarema cochliocarpa apresentou
toxicidade, devendo ser considerado como tal, dependendo da dose administrada ou
absorvida, tempo e frequéncia de exposicao e vias de administracéo.

Unitermos: Fitoterapia, Toxicologia, Citotoxicidade, Toxicidade aguda, Abarema
cochliocarpa (Gomes) Barbeby & Grimes
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Citotoxicity evaluation and acute toxicologic of the extract of bark of Abarema
cochliocarpa (Gomes) Barbeby & Grimes

ABSTRACT: The aim of the present work was to evaluate the acute toxicity of ethanolic
extract of Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes through its lethal dose
(LDso) in mice and lethal concentration (LCsp) through Artemia salina. For this research,
female Swiss mice (Mus musculus) where used, weighting between 25 and 35 g. They
were injected with varying doses from 100 to 600 mg/kg through intraperitoneal route and
e 1.000 a 5.000 mg/kg through oral route. The behavior of these animals was monitored
for hour right after administration of ethanolic extract of A. cochliocarpa, thus remaining in
observation for 48 hours. The number of deaths was registered for calculation of LDsp. A
proportional calculation was carried out in order to have the same dose for the animals in
each group. The punctures were gotten by intraperitoneal route in intervals of five minutes
among the individual doses. For the oral toxicity the solution was introduced in the
digestive system of the animals through coupled metallic stem syringe (gavage). The
animals presented non lethal toxic signs up to 5.000 mg/kg. DLso was established by the
method of Karber and Behrens (1964). LDsy, was estimated in 257, 49 mg/kg (highly
poisonous, degree 4). The LCsp (543,5 pg/mL) has recognized medicinal that the extract
is toxic to A. salina. It can be concluded that under acute conditions of exposure, the
extract of clove is a poisonous agent and it should be considered as such, depending on
the administered or absorbed dose, time and frequency exhibition and administration
routes.

Keywords: Phytotherapy, Toxicology, Citotoxic, Acute toxicity, Abarema cochliocarpa
(Gomes) Barbeby & Grimes.

INTRODUCAO

Para Rates (2001), esse aumento do interesse pelas plantas tem sido significante
para a origem de novos farmacos. Toledo (2003) acredita que o estimulo ao uso dos
fitoterapicos tem como objetivos a prevencao, a cura ou a minimizacdo dos sintomas das
doencas, com custo mais acessivel a populacdo e aos servi¢cos por sintese quimica, que
sdo, em geral, mais caros, devido as patentes tecnoldgicas envolvidas. No entanto, a
utilizacéo de formulagdes fitoterapicas como alternativa terapéutica tem sido limitada pela

guestao da seguranca de sua utilizacao (Mello; Mello; Langeloh, 2008).



74

Abarema cochliocarpa (Gomes) Barbeby & Grimes, conhecida também como
Mimosa cochliocarpos (Gomes) e Abarema cochliocarpos (Gomes), € uma arvore de
grande porte pertencente a familia Leguminosae-Fabaceae. Popularmente € chamada de
babatenon, babatimdo ou barbatimdo e amplamente utilizada devido a sua atividade
cicatrizante, antiinflamatéria e antiulcerogénica (Sarmento, 1999). Podem ser
encontradas nos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco e Rio de Janeiro
(Grin, 2005).

O screening fitoquimico dos extratos hidroalcodlicos das cascas apresentou testes
positivos para saponinas, flavondides e taninos (Sarmento, 1999). As cascas do caule
sao utilizadas como medicinal, em aplicacbes tbépicas, para o tratamento de feridas na
forma de decocto. Para uso interno utilizam-se as cascas preparadas na forma de infuso,
decocto, tintura, vinhos e garrafadas como antiinflamatorio (Oliveira; Silva, 1994).

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda e a citotoxicidade do
extrato etandlico do caule de Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes através
da determinacéo da dose letal (DLso) por via oral e intraperitoneal em camundongos e da

Concentracdao letal (CLsp) frente a Artemia salina.

MATERIAL E METODOS

Material boténico e obtencdo da matéria-prima

Amostras das cascas do caule de A. cochliocarpa foram coletadas no NUPA
(Nucleo de Pesquisa e Processamento de Alimentos) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), Jodo Pessoa — PB, Brasil e posteriormente identificadas pela botanica
Dr2 Rita de Céassia de A. Pereira (IPA-PE). Uma excicata foi depositada no herbario “Prof.

Lauro Pires Xavier”, da UFPB, sob o numero 61.336. O material foi pesado em balanca
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eletrbnica semi-analiticos (modelo BG 400, Gehaka®), com 835 g, que foram lavados em

agua corrente, e secos em estufa a 33 °C por uma semana.

Extracao

Foram preparados 4 litros de solucdo extrativa etandlica. A mistura foi mantida sob
refrigeracdo a 23 °C durante 40 dias e posteriormente filtrada com filtro de celulose
adaptado a funil montado em suporte especifico. O volume final obtido de extrato

etandlico foi de 1,35 litros.

Concentracao do extrato

A vaporizacdo da porcdo etandlica através de evaporador rotativo (TE 120,
Tecnal®, Brasil), acoplada a uma bomba a vacuo sob temperatura constante de 45 °C
para obtencdo do extrato pilular, com consisténcia resinosa, cor escura, bem dispersivel

em soro fisiol6gico nas dosagens utilizadas.

Toxicidade aguda do extrato pilular e determinacédo da DLsg

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica Experimental (protocolo nimero
041544/2006-47). O trabalho experimental foi desenvolvido no Biotério do Departamento
de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco a partir da selecdo de
camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas, com pesos e idade aproximados,
divididos em grupos de seis animais cada, previamente marcados e pesados. Todos 0s
animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em condicbes controladas de
iluminacédo (ciclo 12 horas claro/escuro) e temperatura de 22+ 2°C, com alimentacéo

suspensa 12 horas antes do ensaio e liberacdo de agua ad libitum. O extrato etandlico foi
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pesado em balanca analitica (Scaltec®, modelo SBA 31) e diluido em solucao fisiolégica
0,9% de NaCl (p/v).

O ensaio foi realizado pela via de administracdo intraperitoneal e oral. A avaliacao
da toxididade aguda e determinacdo da DLsy foram realizadas de acordo com a
metodologia preconizada por Karber & Behrens (1964) efetuada em duas fases: uma
preliminar e uma definitiva. Na fase preliminar foram administradas doses crescentes do
extrato etandlico de A. cochilliocarpa para definir a D, (maior dose de sobrevivéncia) e D,
(menor dose capaz de determinar 100% de letalidade dos animais.

Os dados obtidos na fase preliminar delinearam a fase definitiva. Os animais
receberam doses compreendidas entre D; e D, seguindo a progressdo geométrica de
razdo 1,2 com determinacdo da DLso (Dose letal para 50% dos roedores), todos
permaneceram em observacdo durante 48 horas. Os parametros observados pelas vias
de administracdo foram as diversas reacfes comportamentais como: deambulacgéo,
alteracdes da freqiiéncia respiratdria, diurese, ébitos, entre outros. O célculo da DLsg foi
obtida com emprego da seguinte formula:

DLso= DF - = (A.B)
n
Onde:
DF = dose minima capaz de matar todos os animais
A = diferenga entre duas doses consecutivas
B = animais mortos entre duas doses consecutivas

n = numero total de animais por lote

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

seguiu a proposta de Schuartsman (1980) grau 6 (DLso < 5 mg/kg) = supertoxico; grau 5
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(DLsp = 5-50 mg/kg) = extremamente toxico; grau 4 (DLso = 50-500 mg/kg) = muito téxico;
grau 3 (DLsp = 0,5-5 g/kg) = moderadamente toxico; grau 2 (DLsp = 5-15 g/kg) = pouco

toxico; grau 1 (DLsp >15 g/kg) = praticamente atoxico.

Toxicidade em Artemia salina L.

Os cistos de A. salina L. foram mantidos sob resfriamento a 5°C até a execucao
do experimento. Foram utilizadas larvas de A. salina L., na forma de metanauplio,
empregando-se a Concentracao Letal Média (CLsp) como parametro de avaliacdo da
atividade bioldgica (Lopes et al., 2002). Para a obtencao dos metanauplios, cistos de A.
salina foram incubados em solucéo salina (pH 8,5 e 29 °C) sob iluminacao artificial por
48 h. Apoés eclosédo, os metanauplios migravam através de uma placa perfurada para
outro compartimento com livre incidéncia de luz. A partir de uma solucdo de 10 mg
do extrato etandlico de A. cochiliocarpa foram efetuadas diluicdes com concentracdes
inferiores (40, 120, 240, 360, 480 e 600 pg/mL). Cinco mililitros de solugcdo com as
respectivas concentracdes foram colocados em tubos de ensaio e adicionados 10
metanauplios. O teste foi feito em triplicata. Um grupo controle foi preparado contendo
apenas 0s metanauplios. O conjunto permaneceu em incubacao sob luz artificial por 24 h
e entdo foi realizada a contagem do nimero de larvas vivas e mortas para determinacao
da CLso de acordo com o método estatistico de Probitos utilizando o programa Microcal

Origin 4.1.9.

RESULTADOS
Na fase preliminar, do teste de toxicidade aguda por via intraperitoneal, foram
administradas doses variadas onde se determinou a D; de 160 mg/kg e D, de 414,72

mg/kg. Os sinais de toxicidade apresentados na fase definitiva apdés administracédo do
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extrato etandlico foram inicialmente efeitos estimulantes, tais como: taquicardia,
taquipnéia, tremores finos e grosseiros, movimentos circulares, exoftalmia e movimentos
esteriotipados. Apés 30 minutos da administracdo verificou-se a presenca de sinais
depressivos visualizados em todas as doses tais como: abaixamento dos membros
posteriores, apnéia e alteracado da marcha. Todos os efeitos observados sobre o Sistema
Nervoso Central (SNC) foram reativos e proporcionais as doses administradas.

Em 100 mg/kg foi observada aumento da diurese, excrecéo fecal, alteracdes de
marcha e piloerecdo, além da auséncia de mortalidade.

Com a dose de 155 mg/kg foram observados efeitos sobre o trato gastrointestinal
como: distensdo abdominal, contorcbes e diminuicdo da excrecdo fecal, piloerecao,
edema de focinho, palidez, fotofobia e cianose foram verificados em grande parte dos
animais de cada grupo. Esses efeitos periféricos se acentuaram com doses mais
elevadas.

Entre 176 e 345,6 mg/kg também foram observadas taquipnéia e taquicardia,
agitacdo motora, reacdo de fuga, espasmos, diurese e excrecao fecal, com mortalidade
entre 18% e 85% das amostras, respectivamente.

A taxa de mortalidade do extrato etandlico de A. cochliocarpa se acentuou com o
aumento das doses como demonstrado na curva dose-resposta (figura 1). As doses
acima de 414,72 mg/kg foram capazes de matar 100% dos animais tratados com o
extrato etandlico da planta. A DLs, determinada foi de 257, 49 mg/kg.

O ensaio de toxicidade oral aguda foi realizado com doses de 1.000, 3.000 e
5.000 mg/kg, onde se evidenciou baixa diurese, excrecao fecal variavel, aumento da
frequéncia respiratoria, palidez, agressividade, agitacdo e edema de focinho. Para a dose
de 5.000 mg/kg também foram observados sinais depressores do SNC. Entretanto, ndo

foram observadas oObitos com doses mais baixas e mais elevadas (5.000 mg/kg)



79

preconizadas por Zaupa et al. (2002), impossibilitando o calculo da DLsy, pela
metodologia proposta.

A analise comportamental da A. salina Leach nas concentragbes de 40 a 600
Mg/mL revelou uma diminuicdo na sua movimentacdo em relacdo aquelas selecionadas
no controle, mostrando que a exposicdo as maiores taxas de concentracdo da amostra
de A. cochliocarpa tem influéncia sobre a movimentagdo do organismo estudado. Apos
24 horas de exposicdo da A. salina Leach, observou-se que houve moderado numero de
Obitos na maioria das concentra¢gGes utilizadas da amostra de A. cochliocarpa. Desta
forma, através de todos os fatos observados foi comprovado experimentalmente que a

amostra selecionada apresentou valores de CLsp na faixa de 543,5 ug/mL.

DISCUSSAO

Os produtos fitoterapicos sdo, algumas vezes, erroneamente considerados como
seguros porque sao de origem natural (Gesler, 1992). Segundo Bent e Ko (2004), esses
produtos contém principios bioativos capazes de causar efeitos adversos.

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

Sugere-se que as reacdes comportamentais observadas apdés a administracao
intraperitoneal do extrato etandlico de A. cochliocarpa decorre de altera¢des do equilibrio

dos neurotransmissores excitatorios e inibitdrios. Inicialmente as doses demonstraram
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ser estimulantes devido a liberacdo de neuro-trasmissores excitatorios e/ou inibicdo da
recaptacdo desses. A inibicho da recaptacdo aumenta a concentracdo dos
neurotransmissores em contato com os receptores, incrementando, assim, a atividade do
circuito neuronal (Silva, 2002). No entanto, os efeitos depressores estiveram presentes e
foram pronunciados, possivelmente pelo esgotamento parcial das vesiculas sinapticas
dos neurotransmissores excitatorios.

Situacdo semelhante ocorreu em outros estudos, com outros extratos de planta,
como foi o caso do extrato metanolico de folhas de alecrim-pimenta por via
intraperitoneal (Farias et al., 2007) , do extrato aquoso da casca do barbatimédo (Rebeca
et al., 2002) por via oral e dos extratos das folhas de alecrim-pimenta (Lippia sidoides),
aroeira (Myracrodruon urundeuva) (Almeida et al., 2009). Os animais inoculados com o
extrato avaliado neste trabalho apresentaram reacdes caracterizadas como
neurovegetativas, com respostas estimulantes e depressoras (Brasil, 2004).

As cascas do caule desta planta contém constituintes quimicos dentre os quais
taninos, saponinas, flavondides (Sarmento, 1999) e sado utilizadas pela populacdo no
tratamento de feridas. Melo et al., (2007) afirmaram que as saponinas, por serem
capazes de formar complexos com esteréides e fosfolipideos das membranas das
células da mucosa intestinal, causam irritagdo na mesma. Essa propriedade irritante
sobre a mucosa possivelmente justifica 0 aumento das contor¢cdes abdominais & medida
gue aumentou a dose na administracéo intraperitoneal.

Os taninos sdo compostos responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e
plantas em geral, devido a sua complexacédo com proteinas, que é a base de algumas de
suas propriedades biologicas, tais como controle de insetos, fungos e bactérias (Aerts et
al.,1999). A diminuicdo da excrecéo fecal pode ser observada com o aumento das doses

do extrato etandlico de A. cochliocarpa provavelmente pela presenca de taninos. Devido
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ao alto peso molecular, essas moléculas estdo relacionadas com a inibicdo da
digestibilidade (Monteiro et al., 2005).

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

De acordo com Pinto et al., (2001), o efeito téxico dos taninos, causado pela
absorcdo intestinal dos produtos finais da hidrolise, ocasiona hemorragias,
gastroenterites, necrose hepatica e nefrites, entre outros. A administracado do extrato nos
animais provocou, na maioria das doses utilizadas, a auséncia de micc¢éao.

Embora o extrato etandlico de A. cochliocarpa tenha se apresentado muito téxico
por via intaperitoneal, o mesmo por via oral foi atoxico ndo verificando letalidade dos
animais. Esta auséncia pode estar relacionada aos mecanismos farmacocinéticos de
absorcdo e/ou biotransformacdo, que possivelmente diminuiram o0s niveis séricos
necessarios para provocar efeito letal nos individuos, no entanto sinais clinicos de
toxicidade foram observados (Silva, 2006).

Meyer et al., (1982) estabeleceram uma relacdo entre o grau de toxicidade e a
dose letal média, CLso, apresentada por extratos de plantas sobre larvas de A. salina,
desde entdo, considera-se que quando séo verificados valores acima 1.000 pg/mL,
estes, sdo considerados atéxicos. Sendo assim, A. cochliocarpa pode ser considerado
téxico. Nao foram verificados na literatura, dados que relatem a CLsg sobre A. salina que

possam servir como parametro de comparacao.
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O teste de citotoxicidade com A. salina é um ensaio bioldgico amplamente
utilizado por ser rapido, confiavel, de baixo custo e por ter demonstrado uma boa
correlagdo com varias atividades bioldgicas (Meyer et al.,, 1982), como atividade
antitumoral (Mclaughlin, 1991a; Mclaughlin et al., 1991b, 1993), atividade contra o
Trypanosoma cruzi (Dolabela, 1997), atividade antibacteriana e antifingica
(Brasileiro et al., 2006; Nifio et al.,, 2006; Magalhdes et al., 2007). Em geral, extratos
com alta toxicidade para A. salina (CLsp < 200 pg/mL) apresentam alto potencial para
estas atividades. O extrato de A. cochliocarpa apresentou toxicidade moderada para A.
salina, sugerindo que o mesmo possua propriedades bioldgicas como antitumoral,

tripanossomicida, antibacteriana e antifangica.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o extrato etandélico de A. cochliocarpa (Gomes)
Barneby & Grimes foi téxico nos ensaios in vitro frente a A. salina Leach como também
em testes pré-clinicos (agudos) por via intraperitoneal. Porém, o extrato etandlico da
casca de A. cochliocarpa apresentou baixa toxicidade quando administrado por via oral.

Os dados obtidos neste estudo mostraram o extrato de A. cochliocarpa como um
agente toxico sob condi¢cbes agudas de exposicao, devendo ser considerado como tal,
dependendo da dose administrada ou absorvida, tempo e freqiéncia de exposi¢cao e vias
de administragao.

A utilizacdo desse vegetal com fins terapéuticos, pela populacdo, deixa sugestivas
opcOes para trabalhos futuros, que visem ao encontro de uma nova atividade
farmacolodgica.
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Figura 1 — Curva dose-resposta da toxicidade de Abarema Cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes
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Resumo

O biofilme dental é o fator de maior importancia na etiologia da carie e das doencas
periodontais. Diversos produtos de origem vegetal mostraram ser potencialmente
interessante, no que se refere a sua atividade antimicrobiana. O objetivo do estudo foi
avaliar a atividade antibacteriana e antiaderente do Extrato etanolico de Abarema
Cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes frente Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis e
Lactobacillus casei. Para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) os
ensaios foram realizados em triplicata, em meio sélido, através da técnica de Agar-
Difusdo em placas de Petri. Em relacdo a determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima de Aderéncia (CIMA) da bactéria ao vidro na presenca de sacarose a 5%,
utilizou-se a técnica dos tubos inclinados. Em estudo comparativo, foi determinada a CIM
e a CIMA do digluconato de clorexidina a 0,12%. Quanto a CIM, o A. cochliocarpa
apresentou atividade antibacteriana similar ao digluconato de clorexidina frente a todas
as linhagens ensaiadas. Os halos variaram entre 10 a 30 mm com resultado destacado
(até a diluicdo 1:512) frente a S. sanguinis, S. oralis e L. casei. Ja a CIMA frente ao
babatenon mostrou-se efetivo na inibicdo da aderéncia até a ultima diluicdo considerada
(1:512) para S. sanguinis, S. mitis e S. oralis, apresentando desempenho médio superior
a clorexidina. Conclui-se que o A. cochliocarpa apresentou significante atividade
antimicrobiana e antiaderente ressaltando a importancia de se avaliar um agente
fitoterapico mais acessivel a populacdo com perspectiva da prescricdo nos servicos de
Atencdo Bésica, estando em consonancia com as novas diretrizes do Ministério da
Saude.

Palavras chaves: Abarema cochliocarpa, atividade antimicrobiana, atividade
antiaderente.

INTRODUCAO

O Brasil apresenta um grande potencial para o desenvolvimento da Fitoterapia,
inclusive no que se refere a Odontologia, vinculado ao conhecimento tradicional e
tecnologico para validar cientificamente este esclarecimento*?*. Atualmente a Fitoterapia
faz parte do Sistema Unico de Salde, sendo possivel a sua inclusdo médica e

odontolégica 1%,

Abarema Cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes pertence a familia
Leguminosae-Fabaceae. E uma arvore de grande porte, endémica do Brasil, e

encontrada na mata atlantica. Sua decoc¢cdo tem sido amplamente utilizada pela
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populacdo devido a sua propriedade antisseptica, cicatrizante, antiinflamatoria,

228,38 E conhecida popularmente como babatenon,

analgésica e antiulcerogénica
babatimdo ou barbatimdo. Estudos fitoquimicos relatam a presenca de saponinas,
flavondides, catequinas e terpenos * *. Alguns relatos na literatura tém demonstrado

suas atividades biolégicas. Uma pesquisa realizada com o extrato hidroalcodlico das

cascas de A. cochliocarpa demonstrou atividade antibacteriana em cepas Gram-positivas

7,35

Em virtude da biodiversidade presente nos diferentes biomas brasileiros, existe
uma crescente demanda para produtos naturais que impulsiona as investigacoes
cientificas e a busca por drogas naturais. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a
acao antimicrobiana e antiaderente do extrato das cascas de Abarema Cochliocarpa

(Gomes) Barneby & Grimes.

MATERIAIS E METODOS
Material Botanico e obtencédo do extrato

Amostras de A. cochliocarpa foram coletadas no NUPA (Nucleo de Pesquisa e
Processamento de Alimentos/ UFPB), em Jodo Pessoa — PB, e posteriormente
identificadas pela botéanica Dr? Rita de Cassia de A. Pereira (IPA-PE). Uma excicata foi
depositada no do herbéario “Prof. Lauro Pires Xavier’, da Universidade Federal da
Paraiba, sob o nimero 61.336. O processo de secagem foi efetuado em temperatura
ambiente durante 24 h. Em seguida foi colocado na estufa a 33°C durante uma semana,

sendo posteriormente triturada a p6. A extragdo foi realizada em alcool etilico 95% (p/p)
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e, apdés uma semana de maceracao, foi obtido o extrato bruto por filtracdo. Este foi

evaporado em rotavapor a 40°C obtendo-se residuo escuro e higroscépico.

Cepas Bacterianas

Utilizou-se neste estudo linhagens bacterianas padronizadas de Streptococcus
mitis ATCC 903, Streptococcus sanguinis ATCC 15300, Streptococcus mutans ATCC
25175, Streptococcus salivares ATCC 7073, Streptococcus oralis ATCC 10557 e
Lactobacillus casei ATCC 9595, obtidas mediante solicitagdo na Fundacg&o Tropical de
Pesquisas e Tecnologia “André Tozello” (Campinas- SP) e Instituto Adolfo Lutz (S&o
Paulo- SP), respectivamente. Foram replicadas em Agar Sangue inclinado (“slants”), e
posteriormente estocadas no Laboratério de Genética de Microrganismos -—

Departamento de Biologia Molecular/CCEN da Universidade Federal da Paraiba.

Determinacao da Atividade Antimicrobiana do Extrato de A. cochliocarpa.

A atividade antimicrobiana em placas foi determinada pelo método de difusdo em
meio solido através de pocos para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) do extrato etandlico de A. cochliocarpa (EEAc) sobre as linhagens bacterianas. As
linhagens foram cultivadas em caldo nutritivo (BHI-Brain Heart Infusion-DIFCO) e
incubadas a 37 °C por 18-20 horas em microaerofilia. Foram realizadas perfuracdes no
meio de cultura (Agar Mueller Hinton — DIFCO, acrescido de sacarose a 5% de
aproximadamente 6 mm de didametro. Nos orificios colocou-se um volume de 50 pl da
solugcdo do extrato diluido com DMSO, variando de 1:1 a 1:512. As placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por um periodo de 24 horas. Como padrao

utilizou-se o gluconato de clorexidina a 0,12 % para fornecer comparacdes da eficiéncia
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ou ndo dos produtos vegetais pesquisados. Cada ensaio foi realizado em duplicata frente
a cada linhagem selecionada. A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi definida como

a menor concentracdo do extrato capaz de impedir o crescimento microbiano.

Determinacgéo da Concentragao Inibitéria Minima de Aderéncia

A concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) da bactéria ao vidro foi
determinada na presenca de sacarose a 5%, de acordo com Gerbara, Zardetto e Mayer
(1996), usando-se concentracdes crescentes e dobradas da solucdo diluida do extrato,
variando de 1:1 a 1:512. A partir do crescimento durante 12 horas as linhagens foram
cultivadas a 37°C em caldo Mueller-Hinton (DIFCO), em microaerofilia, por um periodo
de 40 min obtendo-se um inéculo de 10° UFC/mI. A incubac&o foi a 37°C por 24 horas
em microaerofilia, com os tubos inclinados a 30°. Como padrao utilizou-se o gluconato de
clorexidina a 0,12% para fornecer comparacbes da eficiéncia ou ndo dos produtos
vegetais pesquisados. Cada ensaio foi realizado em duplicata frente a cada linhagem
selecionada. A CIMA foi definida como a menor concentracdo do agente antibacteriano

gue impediu a aderéncia bacteriana ao tubo de vidro.

Analise estatistica

Os resultados obtidos no teste da Concentracéo Inibitéria Minima foram expressos
nas medidas descritivas minimo, maximo, média e desvio padrdo mediante o emprego
do programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), versao 13.0. Utilizou-se o
teste t-Student na comparacéo da inibicdo bacteriana minima de cada extrato em relacao
ao digluconato de clorexidina a 0,12%. O nivel de confianca utilizado para a obtencéo
dos intervalos foi de 95%. Para o seu uso, verificou-se inicialmente as premissas de

normalidade e igualdade de variancias, através dos seguintes testes: Kolmogorov-
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Smirnov (uma amostra) para normalidade e Levene para verificacdo da homogeneidade

dos dados.

RESULTADOS

Os resultados da atividade antimicrobiana para a determinagéo da CIM em meio
sélido com halos de inibicdo do extrato da casca de A. cochliocarpa sobre S. mitis, S.
mutans, S. sanguinis, S. oralis, S. salivarius e L. casei estdo apresentados nas tabelas 1.
Neste ensaio ficou demonstrado que todas as amostras utilizadas foram sensiveis ao
extrato até a concentracdo 1:128 mg/mL. Os halos de inibicdo que variaram de 10 a 30

mm.

A acdo antimicrobiana foi homogénea dentro dos géneros para as linhagens
ensaiadas e a inibicdo do crescimento bacteriano diminuiu, conforme a reducdo na
concentracdo do extrato, com a formacdo de halos de inibicdo a partir do extrato bruto
até a ultima diluicdo do extrato (1:512) frente as amostras de S. sanguinis, S. oralis e L.
casei. A Figura 1 expressa a acao antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcodlico de A.

cochliocarpa frente a uma amostra de S. mutans.

Em relagéo aos ensaios da atividade antimicrobiana realizados com o digluconato
de clorexidina a 0,12% (Tabela 2), todas as linhagens selecionadas foram inibidas pela
acao dessa substancia, como esperado. As linhagens de S. oralis, S. salivarius e L. casei
foram as mais sensiveis apresentando halo de inibicdo até a diluicdo 1:128; o padrao de
sensibilidade é seguido por S. mutans e S. sanguinis, com halo de inibicdo até a diluigcdo

1:32. O S. mitis, apresentou halo de inibicdo até a diluicdo 1:16.
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Na tabela 3 ficou demonstrado que o EEAc apresentou atividade antiaderente em
todas as cepas estudadas. O extrato etandlico de A. cochliocarpa apresentou maior
atividade antiaderente frente a todas bactérias estudadas quando comparado ao
controle positivo (1:16), e atividade antiaderente maior frente ao S. sanguinis, S. oralis e

S. mitis com CIMA de 1:512.

Admitiu-se normalidade para a Concentragdo Inibitéria Minima do extrato
considerado (verificada através do teste ndo-paramétrico de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov) e igualdade de variancias populacionais (verificado através do

teste de Levene) (Tabelas 4 e 5).

Conforme resultados do teste-t (tabela 6), o extrato de babatenon teve
desempenho médio superior ao Gluconato de clorexidina a 0,12% nas concentracfes
E1:8 a E1:128, quanto a concentracdo inibitéria minima (CIM), entretanto houve
diferenca significativa apenas nas concentracfes E1:64 (sig. p-valor < 0,05) e E1:128
(sig. p-valor < 0,01). A clorexidina apresentou meédia superior com as concentracées EB

vs SP e E1:2, porém, sendo estatisticamente nao-significante.

DISCUSSAO

As afeccdes odontologicas podem ser evidenciadas por sintomas caracteristicos
de diversas etiologias ?°. Algumas dessas afeccées vém sendo tratadas com a fitoterapia
sendo algumas espécies vegetais indicadas nos casos de gengivite, abscesso na boca,
inflamacédo e aftas * % 3 % Porém, apesar das inimeras possibilidades de uso de
plantas medicinais por parte dos profissionais da area da saude, seu uso na Odontologia
tem sido pouco explorado, seja para tratar doencas bucais ou para tratar doencas

sistémicas com manifestacées bucais 2% 3 4.,
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Estes fitofarmacos tém assumido um papel importante com atividade
antimicrobiana e antifungica frente as afeccdes bucais pelo consideravel avanco do
desenvolvimento de derivados naturais com acéo bactericida ou fungicida ** 2034 39.40. 43
4 Silva et al., 2008% , avaliando a atividade antimicrobiana e antiaderente do
Rosmarinus officinalis Linn. frente a S. sobrinus, S. mutans e S. sanguis demonstraram a
inibicdo do crescimento bacteriano sobre estas cepas, sugerindo a sua utilizacdo como
meio alternativo no controle de bactérias cariogénicas. Melo et al., 2007% estudaram a
atividade antimicrobiana do extrato da casca do caule de Anacardium occidentalis L.
Sobre S. Mutans, S. Mitis e S. Sanguinis isolados de bioflime dental, atraés da CIM e da

CIMA. Segundo os autores, o extrato foi efetivo na inibicdo do crescimento e da

aderéncia das trés cepas estudadas.

No presente estudo, as bactérias S. mitis, S. mutans e S. sanguis, S.oralis, S.
salivares, L. casei foram susceptiveis a acdo do extrato etanodlico da casca do caule A.
cochliocarpa. A inibicdo do crescimento mostrou-se homogénea, de acordo com o grau
de concentracdo do extrato. Houve uma reducéo proporcional do didametro dos halos a
medida que a concentracdo diminuia, conforme a tabela 01. Estes resultados foram mais
significativos dos que os encontrados quando utilizada a clorexidina a 0,12% conforme

tabela 02.

O biofilme dental € uma pelicula de microrganismos que se desenvolve
naturalmente sobre as superficies dos dentes. Nas fases iniciais do seu processo de
formacao, o biofilme bacteriano necessita de polissacarideos extracelulares permitindo a

adesao, interacéo e multiplicacdo das bactérias %°.

Sabe-se que a adesao das bactérias as superficies dentais constitui um processo

complexo multifatorial, influenciado pelo ambiente bucal, morfologia dental, superficie
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bacteriana, e habitos do hospedeiro e superficie do substrato °. De acordo com Pereira et
al., (2006)*, varios fatores estdo associados a esse processo, dentre estes, a interacéo
de proteinas, adesinas, lectinas e interacdes hidrofébicas. Desta forma, a interferéncia
com a adesao bacteriana nas superficies dos dentes pode ser um caminho para se obter
o controle do biofilme dental, e consequientemente prevenir a instalacdo de patologias

orais utilizando produtos que contenham A. cochliocarpa.

Nesse estudo, 0 extrato da casca de A. cochliocarpa foi efetivo na inibicdo da
aderéncia das cepas utilizadas, apresentando os melhores resultados sobre o S.
sanguis, S. oralis e S. mitis agentes importantes envolvidos nas afeccbes bucais.
Atividade esta representada pela auséncia de aderéncia da bactéria a parede do tubo de
vidro na presenca de sacarose, demonstrando a capacidade dos extratos de inibir a
sintese do glucano pela glicosiltransferase °. Os resultados s&o promissores uma vez
que esses microrganismos também sdo os principais responséaveis pela formacao do

biofilme bacteriano.

S. mutans estdo diretamente envolvidos na etiopatogenia da carie, doencas
periodontais, estomatites e outras infeccées orais por contribuirem para o desequilibrio
da microbiota oral na medida em que criam condi¢cdes favoraveis para a aderéncia de
microorganismos oportunistas as superficies dentarias, mucosas orais e préteses 2> 237,

Nesse estudo, o extrato de A. cochliocarpa apresentou atividade inibitéria frente a cepas

de S. mutans maior do que o gluconato de clorexidina.

Considerando os constituintes presentes no vegetal, a atividade antimicrobiana
positiva do extrato de A. cochliocarpa frente as amostras estudadas sugere ter sido

devido a presenca de compostos como taninos (compostos polifendlicos) previamente

18, 36

encontrados na planta uma vez que estes compostos tém comprovada acao
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antimicrobiana, e que possuem uma acao inespecifica sobre o microrganismo, rompendo

a parede celular bacteriana, inibindo os sistemas enzimaticos para a formagcdo da mesma

3,17,19

De acordo com Percival et al. (2006)*, o pré-tratamento das superficies dentarias
com os fendis pentameros do cacau, produz o efeito de reduzir a formacao do biofilme
dental por S. mutans, efeito ndo observado sobre o S. sanguis. No entanto, quando
estudada a atividade antimicrobiana dos fendis do cacau, observou-se a inibicdo do
crescimento apenas de S. sanguis. Efeito positivo sobre a inibicdo de ambas as espécies
foi obtido com a utilizacdo do extrato do caule do Anacardium occidentale por Melo et al.

(2006)%°.

A resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos é considerada como um
problema inerente a terapia antimicrobiana, por este motivo é importante buscar novas
fontes terapéuticas os quais sejam mais eficazes para o tratamento de infec¢des, como
as bacterianas®®. O A. cochliocarpa é uma alternativa extremamente viavel para o
descobrimento de novos produtos com principios ativos promissores além de ser uma

alternativa mais econémica no controle de doencas para paises em desenvolvimento.

CONCLUSAO

O extrato etandlico da casca de Abarema cochliocarpa apresentou acao
antimicrobiana significativa e atividade inibitéria minima de aderéncia in vitro sobre as
linhagens de S. mitis, S. mutans, S. sanguis, S. oralis, S. salivares e L. casei, presentes
no biofilme bacteriano apresentando-se como opc¢ao terapéutica para as infec¢des orais,

sendo acessivel a populacéo, uma vez que tem seu uso difundido na medicina popular.
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Figura 1. Atividade antimicrobiana do extrato etandlico das cascas de A. cochliocarpa
(Gomes) Barneby & Grimes sobre o crescimento de Streptococcus mutans nas
concentracdes de (1) extrato bruto; (2) diluicdo 1:2; (3) diluicdo 1:4; (4) diluicdo 1:8; (5)

diluicdo 1:16.

Tabela 1- Valores da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) em meio sélido do extrato
etandlico de Abarema cochliocarpa sobre microrganismos orais

Linhagens
bacterianas

Diametro dos halos de inibicdo (mm)
Concentragéo do extrato (mg/mL)

EB 1:2 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64  1:128 | 1:256 | 1:512
S. mutans 19 18 18 18 17 17 16 16 0 0
S.sanguinis 20 18 18 18 17 16 15 15 12 10
S.oralis 16 15 15 15 15 15 14 14 11 10
S.salivares 17 17 16 16 16 16 15 13 0 0
S. mitis 17 15 15 15 13 13 13 11 10 0
L. casei 30 26 24 21 19 19 17 15 12 10

EB= Extrato Bruto; mm= milimetros; mg/mL = miligrama por mililitro. Programa SPSS (Statistical Package
for Social Sciences).
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Tabela 2 — Informacdes sobre a concentracdo inibitéria minima (mg/mL) do extrato de
Abarema cochliocarpa e do Gluconato de clorexidina a 0,12%.

Linhagens Diametro dos halos de inibicdo (mm)
Extrato de A. cochiliocarpa - Concentragdo (mg/mL)

Bacterianas EB | 1.2 | 1.4 | 1.8| 1:.16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1.512
Streptococcus mitis 17 | 16 16 15 13 13 13 11 10 0
Streptococcus mutans | 19 | 18 18 18 17 17 16 16 0 0
Streptococcus
sanguinis 20 | 18 18 | 18 17 16 15 15 12 10
Streptococcus oralis 16 | 15 15 15 15 15 14 14 11 10
Streptococcus
salivarius 17 | 17 16 | 16 16 16 15 13 0 0
Lactobacillus casei 30 | 26 24 | 21 19 19 17 15 12 10
Medidas descritivas EB | 1.2 14 | 1:8| 1:.16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512
Minimo 16 | 15 15 | 15 13 13 13 11 0 0
Maximo 30 | 26 | 24 21 19 19 17 16 12 10
Média 19,8183 | 17,8 17,2 16,2 | 16,0 | 150 & 14,0 7,5 5,0
D. Padréo 519 13,93 3,25 12,32 2,04 | 2,00 1,41 | 1,79 5,86 5,48
Linhagens Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Gluconato de Clorexidina a 0,12% - Concentracdo (mg/mL
Bacterianas SP | 1:12| 1.4 | 1.8 | 1:16 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512
Streptococcus mitis 18 | 17 16 14 10 0 0 0 0 0
Streptococcus mutans | 18 | 17 16 15 12 10 0 0 0 0
Streptococcus sanguis | 20 | 18 15 14 12 10 0 0 0 0
Streptococcus oralis 22 | 20 18 17 16 14 11 10 0 0
Streptococcus
salivarius 25 [ 22 | 21 | 20 19 17 15 10 0 0
Lactobacillus casei 23 | 22 21 19 17 15 12 10 0 0
Medidas descritivas SP | 1:2 | 14| 1:8| 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512
Minimo 18 | 17 15 14 10 0 0 0 0 0
Maximo 25 | 22 | 21 | 20 19 17 15 10 0 0
Média 21,0193 17,8 |16,5| 143 | 11,0 @ 6,3 50 0,0 0,0
D. Padréo 2831234 264 259 350 | 6,07 7,06 | 5,48 0,00 0,00

EP: Extrato Puro, SP: Substancia Pura; Programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences).
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Tabela 3. Concentracéo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do extrato etanolico de
Abarema cochliocarpa e gluconato de clorexidina a 0,12% sobre microorganismos orais.

Linhagens
bacterianas

S. mutans

S. sanguinis

S.oralis

S.salivares

S. mitis

L. casei

Extrato etandlico de
A. cochliocarpa
(CIMA)

1:256
1:512
1:512
1:256
1:512
1:128

Gluconato de

clorexidinaa 0,12%.

1:16
1:16
1:16
1:16
1:16
1:16

Tabela 4: Extrato de A. cochliocarpa (mg/mL): Teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov
do extrato de casca de A. cochliocarpa.

Teste de Normalidade

K-S EB 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512
Z (de Kolmogorov-

Smirnov) 0,79 | 0,90 | 0,77 |0,47/0,43|0,41|0,41| 0,52 | 0,81 0,78
Sig. p-valor (bicaudal) 0,57 10,39 |0,600,98/0,99|1,00({1,00( 0,95 | 0,52 0,57
Resultado: E Normal? Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim Sim Sim

Tabela 5: Gluconato de clorexidina a 0,12% (mm/mg)

Smirnov do digluconato de clorexidina a 0,12%.

. Teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-

Teste de Normalidade

K-S SP |12 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 |1:128| 1:256 1:512
Z (de Kolmogorov-

Smirnov) 0,46|0,53/ 0,630,554 |0,61|0,66 0,77 | 0,78 - -
Sig. p-valor (bicaudal) |0,98|0,94|0,83 | 0,94 | 0,86 | 0,78 | 0,59 | 0,57 - -
Resultado: E Normal? | Sim|Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim - -




Tabela 6. Resultados do teste t-Student (CIM: extrato

versus clorexidina).
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da casca de A. cochliocarpa

Concentracéo CIM - Média Estatisticat | Graus de | Significancia
do
Extrato Babatenon | Clorexidina | (calculada) liberdade (p-valor)
(mg/mL) (9.))

EB vs. SP 19,83 21,00 -0,483 10 0,639
E1:2 18,33 19,33 -9,535 10 0,604
El:4 17,83 17,83 0,000 10 1,000
E1:8 17,17 16,50 0,47 10 0,648
E1:16 16,17 14,33 1,108 10 0,294
E1:32 16,00 11,00 1,917 10 0,084
El:64 15,00 6,33 2,948 54" 0,029*

E1:128 14,00 5,00 3,826 6,1" 0,009**

“Nao se verifica a igualdade de variancias; * Sig. p-valor < 0,05 (resultados significativos). ** Sig. p-valor <
0,01 (resultados significativos).



o Hhiige

Artigo submetido arevista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas




107

Atividade antimicrobiana de Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes,
Leguminosae

Screening antimicrobial activity of Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby &
Grimes, Leguminosae

Renata Patricia Freitas Soares de Jesus’; Rosiima de Oliveira Araujo’; Isla Vanessa
Gomes Alves Bastos'; Késia X.F.R.% Fabio Correia Sampaio®; Ivone Antdnia de Souza?

! Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal de
Pernambuco

2 Departamento de Antibiéticos — Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, Brasil

3 Departamento de Odontologia Clinica e Social — Universidade Federal da Paraiba,
UFPB, Brasil

Resumo

Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes, Leguminosae, € uma planta nativa
do Brasil. Conhecida popularmente como “barbatim&o”, a decocg¢ao das cascas do caule
é frequentemente utilizada na medicina tradicional como cicatrizante, analgésica,
antiinflamatoria, anti-séptica e para o tratamento de leucorreias. Este estudo avaliou a
acdo antimicrobiana, in vitro, do extrato etandlico das cascas de A. cochliocarpa (Gomes)
Barneby & Grimes, pelo o método de difusdo em disco de papel. Os dados obtidos foram
significativos para as espécies Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium smegmatis. A concentracédo inibitéria
minima (CIM = 62,5 pg/mL) foi obtida com o extrato etandlico das cascas frente a B.
subtilis. Os resultados incentivam a realizacdo de novas pesquisas que viabilizem a
producdo de compostos com finalidade terapéutica que possam ser utilizados
clinicamente.

Palavras-chave: Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes, Leguminosae,
atividade antimicrobiana.

ABSTRACT: Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes is a Brazilian native
plant, Popularly known as “barbatim&o”, the decoction of stem bark is frequently used in
traditional medicine for wound-healing, as analgesic, antiinflammatory, antiseptic and to
treat leucorrhea. This study evaluated the action antimicrobial of ethanolic extract of A.
cochliocarpa barks by the paper disk-diffusion method. The obtained data were
satisfactory for species Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecali,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium smegmatis. The Ilowest inhibitory
concentration (MIC = 62,5 ug/mL) was obtained with the ethanolic bark extract against B.
subtilis. These results encourage new studies for the production of therapeutic
compounds to be used in clinical.

Key words: Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes, antimicrobial activity
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1. Introducéo

Varias comunidades tém feito uso de plantas que nao tiveram seus efeitos
analisados, o que pode representar sérios riscos a saude. Por isso, estudos acerca das
propriedades farmacéuticas de diversas plantas tém se intensificado a fim de minimizar
esses riscos, bem como buscar novas drogas eficazes para o combate de algumas
doencas (SANTOS et al., 2007).

Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes (Leguminosae) é uma planta
nativa do Brasil encontrada comumente na mata atlantica (IUCN, 2004). Conhecida
popularmente como “barbatimao”, a decocgdo das cascas do caule é frequentemente
utilizada na medicina tradicional como cicatrizante, analgésica, antiinflamatoria, anti-
séptica e para o tratamento de leucorréias entre outros usos (SILVA, 2006; AGRA et al.,
2008). As propriedades farmacoldgicas desta espécie ndo tém sido extensivamente
estudadas e apenas poucos estudos tém sido reportados (SILVA et al., 2009). O extrato
aquoso reduziu lesbes gastricas causadas pelo alcool (SILVA, 2003), o extrato
hidroetandlico de suas cascas mostrou atividade antimicrobiana (SANTOS et al., 2007) e
0 extrato aquoso das cascas mostrou atividade antinociceptiva (SILVA, 2009). Em
relacdo aos seus constituintes quimicos, estudos relatam a presenca de taninos,
triterpendides, catequinas, saponinas, fendis e antraquinonas (MENDONCA, 2000;
SILVA, 2009).

Considerando o desafio que a descoberta de novos farmacos a partir de plantas,
este trabalho teve como objetivo realizar uma avaliagdo preliminar do potencial
antimicrobiano in vitro do extrato bruto etandlico de Abarema cochliocarpa frente a

culturas de algumas bactérias relacionadas a saude humana.
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2. MATERIAIS E METODOS
Material Botanico e obtencédo do extrato

Amostras de A. cochliocarpa foram coletadas no NUPA (Nucleo de Pesquisa e
Processamento de Alimentos/ UFPB), em Jodo Pessoa — PB, e posteriormente
identificadas pela botéanica Dr? Rita de Céassia de A. Pereira (IPA-PE). Uma excicata foi
depositada no do herbario “Prof. Lauro Pires Xavier’, da Universidade Federal da
Paraiba, sob o nimero 61.336. O processo de secagem foi efetuado em temperatura
ambiente durante 24h. Em seguida foi colocado na estufa a 33°C durante uma semana,
sendo posteriormente triturada a po. A extracdo foi realizada em alcool etilico 95% (p/p)
e, apdés uma semana de maceracao, foi obtido o extrato bruto por filtracdo. Este foi

evaporado em rotavapor a 40°C obtendo-se residuo escuro e higroscépico.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi verificada in vitro, pelo método de difusdo em meio
sélido (BAUER et al.,, 1966). Os extratos foram testados frente aos seguintes
microrganismos que pertencem a colecdo de microrganismos do Departamento de
Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco: Staphylococcus aureus UFPEDA
01; Micrococcus luteus UFPEDA 06; Bacillus subtilis UFPEDA 16; Enterococcus faecalis
UFPEDA 138; Escherichia coli UFPEDA 224; Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39;
Serratia marcescens UFPEDA 398; Mycobacterium smegmatis UFPEDA 71; Candida
albicans UFPEDA 1007. Os microrganismos teste foram padronizados pela turvagao
equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland em solugéo fisioldgica (BARRY, 1986;
KONEMAN, 1997), correspondente a uma concentracdo de aproximadamente

10’UFC/mL para fungos e 10°UFC/mL para bactérias.
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As bactérias foram inoculadas em Mueller Hinton Agar (S. aureus, B. subtilis, E.
coli, P. aeruiginosa e S. marcescens) e em glicose extrato de levedura (E. faecalis e M.
smegmatis). Para a inoculagéo dos fungos foi utilizado o meio Sabouraud (C. albicans).
Sobre o0 meio inoculado foram colocados discos de papel xarope estéreis, de 6 mm de
diametro, embebidos com 10 pL da solucdo do extrato a 200.000 pug/mL. Apds a
colocacao dos discos, as placas foram incubadas durante 24 h e 48 h a temperatura de
30°Ce 37 °C.

Os extratos foram testados em triplicata e os diametros dos halos foram expressos
pela média + desvio padrdo dos resultados obtidos nas trés repeticdes. Halos iguais e
superiores a 10 mm foram considerados significativos de atividade antibiética (AWADH
ALl et al., 2001; BAKSHU et al., 2001; KHAN et al., 2001 e CHOWDHURY et al., 2002;
FERRONATTO et al., 2007; SILVA et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2007).

Os antibidticos kanamicina e cetoconazol foram utlizados no testes como
padrdes, nas concentracdes de 30 pg/disco e 300 pg/disco, respectivamente.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada, para os extratos que
exibiram melhores atividades antibiéticas, pelo método de diluicbes seriada em meio
sélido (CARVALHO et al., 2002). Aliquotas de diferentes volumes (1,0, 0,5, 0,25, 0,125,
0,06 e 0,03 mL) de uma solucdo a 20.000 pg/mL foram colocadas em placa de Petri e
homogeneizadas com 21 mL do meio de cultura ideal para o crescimento de cada
microrganismo. Os microrganismos teste foram semeados, em estrias, sobre a superficie
do meio e as placas foram incubadas a 37 °C e 30 °C por 24 h e 48 h. Valores de CIM
iguais ou superiores a 1000 pg/mL nao foram considerados satisfatérios (HOLETZ et al.

2002).
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3. Resultados e Discussao

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é considerada como um problema
por este motivo é preciso sempre a busca de novas fontes terapéuticas os quais sejam
mais eficientes para o tratamento de infec¢des, como as bacterianas.

O uso do barbatim&o pode ser indicado uma vez que, no presente estudo, a
maioria das linhagens estudadas demonstrou sensibilidade ao extrato. Observaram-se
halos de inibicdo de 10 a 24 mm, sendo considerado ativo o0 extrato que mostrou halos
de inibicdo igual ou superior a 10 mm. O extrato etandlico das cascas de A. cochliocarpa
apresentou atividade frente a S. aureus, M. luteus, B. subtilis, M. smegmatis, P.
aeruginosa, E. faecalis sendo os melhores resultados observados frente a M. luteus
(24+0,6 mm). O extrato ndo mostrou atividade antimicrobiana frente a E.coli e S.
marcescens (Tabela 1).

Frente ao fungo Candida albicans, o extrato etanolico de A. cochiliocarpa
apresentou halos de 12+0,6 mm enquanto que o padrdo cetoconazol exibiu halos de

inibicdo de 45 mm em média, apresentando concentracéao inibitoria de 500 pg/mL.
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana de extrato etandlico bruto das cascas de A.

cochlliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes produzidos a partir da planta seca (2.000

pg/disco).

Microrganismos EB a 2.000ug/disco Kanamicina Cetoconazol
(30 pg/disco) (300 pg/disco)

Halos de Inibigdo em mm

S. aureus 15+0,3 29 -

M. luteus 24+0,6 32 -

B. subtilis 12+0,6 30 -

P. aeruginosa 10+0,2 22 -

M. smegmatis 15+0,3 35 -

E. faecalis 14+0,4 13 -

E. coli s.a 23 -

S. marcescens s.a 20 -

EB = Extrato Bruto de P. cochlliocarpum. sa - sem atividade. Numerag&o correspondente a identificagéo
dos microrganismos da colecdo do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco:
Staphylococcus aureus UFPEDA 01; Micrococcus luteus UFPEDA 06; Bacillus subtilis UFPEDA 16;
Enterococcus faecalis UFPEDA 138; Escherichia coli UFPEDA 224; Pseudomonas aeruginosa UFPEDA
39; Serratia marcescens UFPEDA 398; Mycobacterium smegmatis UFPEDA 71.

O extrato etandlico de A. cochiliocarpa apresentou acdo antimicrobiana sobre
bactérias Gram positivas, tanto na literatura estudada quanto neste trabalho.
Recentemente, Santos et al., 2007 avaliaram o potencial antimicrobiano in vitro do
extrato hidro-alcodlico da casca de A. cochliocarpa frente as cepas de S . aureus, M.
luteus, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus isoladas de amostra clinica. Os ensaios de

atividade antimicrobiana in vitro mostraram que o extrato hidro-alcodlico da casca de A.
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cochliocarpa inibiu o crescimento das cepas Gram-positivas, mas nao foi capaz de inibir
o crescimento das cepas Gram-negativas corroborando com os resultados encontrados.
Neste estudo, as bactérias gram-negativas E. coli e S. marcescens apresentaram
resisténcia ao extrato etandélico do babatenon.

Tabela 2. Valores das concentragfes inibitérias minimas (CIM) em pg/mL para o0s

extratos brutos das cascas de A. cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes frente aos
microrganismos testes.

Microorganismos Extrato Bruto (ug/mL)
S. aureus 2000

M. luteus 62,5

B. subtilis 2000

M. smegmatis 500

E. faecalis > 2000

nt = ndo testado. Numeracdo correspondente a identificacdo dos microrganismos da colecdo do
Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco: Staphylococcus aureus UFPEDA
01; Micrococcus luteus UFPEDA 06; Bacillus subtilis UFPEDA 16; Enterococcus faecalis UFPEDA 138;
Escherichia coli UFPEDA 224; Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39; Serratia marcescens UFPEDA 398;
Mycobacterium smegmatis UFPEDA 71.

A capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano do extrato da casca de A.
cochliocarpos frente as cepas Gram-positivas pode estar diretamente relacionada com a
estrutura da parede celular das mesmas. Tendo em vista que essa € a principal
caracteristica que separa os dois grupos e também devido a presenca da membrana
externa das cepas Gram-negativas, pois ela age como barreira para certos tipos de
antibioticos, enzimas digestivas, detergentes e metais pesados (TORTORA; FUNKE;

CASE, 2003).



114

O extrato de A. cochliocarpa, embora ativo contra bactérias e fungos nesta
pesquisa, ndo demonstrou atividade contra os microrganismos da orelha externa
estudados por Nogueira et al, 2008, os quais avaliaram a atividade antibacteriana e
antifangica in vitro dos extratos e/ou Oleos essenciais, obtidos das seguintes plantas
medicinais: macassa, babatenon, cravo-da-india, capim-santo, camomila, hortela da
folha grossa e arruda sobre agentes etioldgicos de otite externa. Segundo os autores o
extrato das cascas de A. cochliocarpa nédo apresentou atividade contra as cepas de S.
aureus, P. aeruginosa, e fungos do género Candida. Estes achados podem dever-se a
viruléncia dos patégenos e/ou as caracteristicas do extrato.

A atividade de Oleos essenciais e extratos de plantas contra bactérias e fungos
deve-se a presenca de fitoconstituintes, cuja concentracdo pode variar dependendo de
inumeros fatores, que vao desde o cultivo da planta, a sua coleta, até a forma de
obtencéo do extrato ou 6leo essencial (BEGUM et al., 1993).

A avaliacdo da concentracdo inibitéria minima do extrato das cascas do A.
cochliocarpa, mostrou concentracdes inibitérias entre 62,5 a 1.000 pug/mL para M. luteus,
M. smegmatis (Tabela 2), diferindo dos resultados mencionados por Santos et al. (2007)
0s quais encontraram valores de CIM para extratos hidroalcodlicos das cascas de A.
cochliocarpa de 0,1562 mg/mL para M. luteus. Em relacdo a C. albicans o valor da CIM
foi de 500 pg/ML.

Considerando os constituintes presentes em plantas, a atividade antimicrobiana
positiva do extrato do barbatimdo frente a amostras estudadas pode ser devido a
presenca de compostos como taninos (compostos polifendlicos) e alcaléides previamente
encontrados na planta, uma vez que estes compostos tém comprovada acéo

antimicrobiana, e que compostos fendlicos possuem uma acgao inespecifica sobre o
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microrganismo, rompendo a parede celular bacteriana, inibindo os sistemas enzimaticos

para a formacao da mesma (HASLAM, 1995).

A atividade antimicrobiana observada para os extratos das raizes e das folhas de
A. cochliocarpa incentivam novas pesquisas com substancias isoladas com o intuito de

estabelecer o constituinte ou os constituintes quimicos responséaveis por tal atividade.

Conclusodes

Dado o exposto, pode-se concluir que o extrato etandlico das cascas de A.
cochliocarpa apresenta potencial atividade antimicrobiana sobre S. aureus, B. subtilis, M.

smegmatis, M. luteus, E. faecalis e Candida albicans.

A atividade antimicrobiana observada com o extrato etandlico das cascas de A.
cochliocarpa serve de subsidio a futuros experimentos que visem elucidar as substancias
ativas deste extrato bem como seu mecanismo de acéo e atividade antimicrobiana sobre
outros microrganismos. A busca por agentes antimicrobianos com aplicabilidade
terapéutica e economicamente viaveis torna-se um evento importante na promocao da

saude da populacéo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the wound-healing in cutaneous tissue of rats by a
topical application of cream containing ethanolic extract obtained from Abarema
cochliocarpa stem barks. The animals were divided into four experimental groups: G1
group of treated with cream inert (n = 6/group), the G2 treated rats with dexpantenol (n =
6), the G3 treated with the cream of the ethanolic extract of A. cochliocarpa in the dose of
51, 5 mg/kg (n = 6) and the G4 treated with the same cream in the dose of 103 mg/kg (n
= 6). The wounds were analyzed microscopically for 14 days. In histological evaluation
preparations stained with HE and Masson's trichrome were considered the type of

reaction inflammatory as the predominant cell, presence of scars, presence of granulation
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fabric, neovascularization, fibroplasias and epithelialization degree. The cream containing
showed cicatrizing effect, with a significant decrease in the raction inflammatory, intense
reepitelization and fibroplasias, similar to group treated with dexpantenol. These results
suggest that the use of topical creams containing ethanolic extract obtained from A.
cochliocarpa had a significant effect on healing in cutaneous ulcers on the skin of rats. It

might justify its use in folk medicine.

Key-words: Skin, wound healing, Abarema cochliocarpa.

INTRODUCTION

Wound healing is a highly ordered and well coordinated process that involves
inflammation, cell proliferation, matrix deposition, tissue remodeling, collagenation and
epithelialization. Many investigators evaluated the wound healing properties of many of
the medicinal herbs, clinically on animal models using excision, incision and dead space
models (Angela et al., 2001; Kumara Swamy et al., 2007). According to traditional
medicine, wounds have been treated topically with various medicinal herbs or their

extracts since time immemorial.

Several studies have shown the topical effect of medicines upon a wound, such as
antibiotics (Raphael, 1965), association of an antibiotic with amino acids (Carvalho;
Okamoto, 1977), antibacterial drugs (Carvalho; Oliveira, 1990), anti-inflammatories
(Chaves; Petroianu et al., 2004; Upadhyay et al., 2009) to shorten healing time and avoid

infections and aesthetic damages.

Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes (Leguminosae) is a Brazilian
native plant, occurring mainly in the Atlantic Forest (Iganci; Morim, 2009). In the Brazilian

system of medicine, the attribution of these species has been known for a long time. As
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per the traditional claims, the barks were used as an wound-healing, as analgesic,
antiinflammatory, antiseptic and to treat leucorrhea, among other uses (Silva, 2006; Agra
et al., 2008). The pharmacological properties of that bark extracts have been evaluated
for wound healing and antimicrobial activity (Araujo et al., 2002; Silva, 2003, Santos et al.,
2007). Phytochemically the plant has been reported to contain tannins, triterpenoids,
cathechins, saponins, phenols and anthraquinones (Mendonca, 2000; Silva, 2009).

The wound-healing property of this Mimosaceae member has not been
scientifically evaluated so far. Hence, the present work was undertaken to evaluated the

effect of ethanolic extract of A. cochliocarpa (EEAc) on excision model in rats.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

Stem barks of A. cochliocarpa were collected around Jodo Pessoa - State of
Paraiba — Brazil, during the month of January, 2006. A voucher specimen (N° 61.336)
has been deposited in herbarium Prof. Lauro Pires Xavier of Botanical Department of the

Federal University of Paraiba.

Preparation of the extract

The air dried powdered stem barks (3 kg) were extracted with 70% ethyl alcohol (3 x
3000 mL) and the pooled extract was concentrated under vacuum below 50 °C to give

560 g of gummy material.

Animals

The sample consisted of 72 adult female albino Wistar rats (Rattus norvegicus),

with body weight ranging from 300 + 10 grams. The animals came from the central
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vivarium at Antibiotic Department of the Federal University of Pernambuco under
controlled light and temperature conditions, with standard food and water available ad
libitum. All the animals were carefully monitored and maintained in accordance with the
ethical recommendation of the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and
the National Institute of Health Guide for Care and use of Laboratory Animals. This study
was approved by the Committee of Ethics in Research at, Federal University of

Pernambuco under protocol number 040505/2007-11

Animal protocol

The animals were intraperitoneally (i.p.) anesthetised with ketamine (Ketalar®) of
the 50 mg/kg and xylazine (Xylazina®) of the 10 mg/kg. After manual depilation and
antisepsis with povidone on the cervical back, a 1mm? excision was made with a bistoury.
The animals were randomly separated into four experimental groups: G1 group of treated
with cream inert (n = 6), the G2 treated rats with dexpantenol (n = 6), the G3 treated with
the cream of the ethanolic extract of A. cochliocarpa in the dose of 51,5 mg/kg (n = 6) and
the G4 treated with the cream of the ethanolic extract of A. cochliocarpa in the dose of
103 mg/kg (n = 6), once a day. These groups were distributed into three subgroups

according to the period of euthanasia, three, seven and fourteen days after the wounds.

Histologic analysis

The wound tissues were fixed with 10% formalin, embedded in paraffin, and
sectioned. Sections of 5 ym thickness were stained using hematoxylin-eosin (HE) and
Masson's trichrome stain for colagen content. In microscopy (MOTIC BA200) was
evaluated the type of reaction inflammatory as the predominant cell, presence of scars,
presence of granulation fabric, neovascularization, fibroplasias, epithelialization degree.

The data were collected in proper fiche and evaluated as one describes in Picture 1.
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For analysis statistics the Accurate test of Fisher (software “Epi-Info”) for
independent samples was used, p was adopted < 0,05 or 5% as level for rejection of the
nullity hypothesis.

RESULTADOS

Microscopically evaluation of the cutaneous wound:

a) Type of inflammatory reaction (Figure 1):

In 3" day the inflammatory reaction revealed acute in 77,8% of the wounds of the
G1 group, 80,9% in the G3 group, 87,8% in the G4 and 93% in the G2 group. In 7" day it
was observed reaction acute-chronic in 83% of the wounds of the G1, already the groups
G2, G3 and G4 had presented 92%, 74% and 78% of inflammatory standard of the acute
type, respectively. However the differences between the groups, had not been significant
(p= 0,523). In 14" day, the percentage of the wounds with inflammatory reaction of the
chronic type was of 63,5% in the group has controlled. In the G2 groups, G3 and G4 had

absence of inflammatory reaction in the 14" day.

b) Presence of scars (Figure 2):

In 3" day the presence of scars in the wounds was of moderate intensity in the
groups G1, G3 and intense G4 and in the G2 group. In 7 day was intense in 100% of the
G2, 87% of G3 and 93% of the moderate G4 and in 77,8% of the G1 group. In 14" day
they were discrete in 87,5% of the wounds of the G2, 91,3% of G3 and 92,6% of the G4,

but without significant differences (p7th day = 0,335 and piamn day = 0,429). Already the G1
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group statistical presented in the 14 day presence of crust of moderate intensity in 63,3%

of the animals being considered different of excessively (p< 0,05).
c) The degree of epithelialization:

In 3" day none of the groups presented wounds epithelializated. In 7" day
epithelialization of 1/3 of the wound in the group control (G1) and of 2/3 of the wound in
the groups dealt with the cream the base of the ethanolic extract of A. cochliocarpa (G3
and G4) was observed. In 14" day epithelialization of 2/3 of the wound was evidenced, in
45% of the group control, 72,2% of the groups dealt with the cream the base of the
etandlico extract of A. cochliocarpa, presented significant statistic difference (p=0,0328)
and in 74,6% of the group dealt with dexpantenol (G2). Did not have statistical significant
difference enters the groups dealt with the cream the base of EEAc and the group dealt

with dexpatenol (Figure 3 A e B).

d) Evaluation of the granulation tissue and neovascularization: (Figure 4)

The granulation tissue percentages and neovascularization had been to the same
ones for the groups G2, G3 and G4. In 3™ they had day been of moderate intensity in
67,8% of the G2 group, 55,6% of G3 e 68,9% in the G4. In 7™, both had development for
accented in 74,4% of the G2, 62,3% of the G3 and 75,7% of the G4. However, they
regress in 14" day when both revealed in scarce amounts in 75% of the G2 group, 65,6%
of G3 and 82% of the G4. Although the different observed percentages, these had not

been significant (Psth day = 0,31, P7th day= 0,318 and piath day = 0,317).

e) Evaluation of fibrose (Figure 5):
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All the wounds of the animals of the studied groups had presented scarce degree
of fibrose in 3™ day. In the 7", 100% of the wounds of the group control had day shown
discrete degree whereas 88,9% of the G2, 75% of the G3 and 82% of the G4 had shown
moderate degree, being this not significant difference (p=0,524). In 14™ day fibrose was
similar in groups G2, G3 and G4 and graduated as intense 85% of the animals of the G2
group, 72,5% of G3 and 79,7% of the G4 while the G1 group the fibroplasia was

graduated as moderate 70,8%.

DISCUSSION

Wound healing is known to be a complex and dynamic process which usually
involves distinct phases marking the healing stages and requires multiple cell types to
complete a variety of cellular activities (Chithra et al., 1998; McNees, 2006). The repair of
wounds involves different phases including contraction, the formation of epithelialisation
and fibrosis. The biological response regulating the body’s own cellular defense
mechanisms contributes to the wound and its repair (Charles et al., 1995). The major
issue addressed in this study was determining the effect of cream preparations on
excisional wound healing and evaluating their therapeutic potential for topical application.

Data present here indicate possible that creams prepared from A. cochliocarpa are
capable to accelerate the progression of wound closure. An increase in the rate of wound
healing, characterized by a shortened period of time for fully or partially epithelialization,
is marked by the better wound severity scores. Such stimulation effect of A. cochliocarpa
preparations took into effect in excisional wounds which the healing underwent the

second intention.
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The macrocospic evaluation of the injuries aimed at to observe, mainly,
hemorrhages, presence of crusts and secretion presence. During the study, no episode of
hemorrhage did not occur, only inherent bleeds to the surgical, controlled procedures only
for compression with gauzes, to the similarity of the related one for some authors (Facury
Neto, 2001; Miranda, 2001; Uzunkoy et al., 2001).

The scars were present to a greater extent in the wounds of the 3™ day of
evaluation, in all groups. The same was observed by Bevilacqua (1984), whereby the
solution of continuity caused by the removal of a skin fragment is initially filled with clot,
fibrin and inflammatory exudate, which originate fibrinleukocyte scars.

The presence of inflammatory exudate justifies the occurrence of secretion
observed at 3 days of study. According to Gabbiani, Majno (1972), the healing of open
wounds is different from closed despite the reactions after the lesions are identical for
both types, occurring inflammatory exudation, neovascularization, cell proliferation, cell
migration and epithelialization to from the edges.

In relation to vascular proliferation, we observed similar behavior in all groups
during the first three days of study, with lower values on day 7, and progressively
decreased on day 14. Similar assessments were cited by other authors who observed
within the mass of granulation tissue, blood vessels arranged perpendicular to the
epithelium and that with the progress of the repair process, would be featuring in at the
same time and diminish in quantity (Brito, 1996; Miranda 2001).

This antiinflammatory effect is probably due to inhibition of the biosynthesis of
mediators responsible for inflammation, eg, inhibition of cyclooxygenase and hence
prostaglandin. The nonsteroidal antiinflamatory inhibit the accumulation of exudates and
mobilization of leukocytes between 3 and 6 hours after noxious stimulation (Vinegar et al.,

1973, Almeida et al., 1980).
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In relation to the polymorphonuclear cells intragroup analysis showed, for both the
G1 as for G2, G3 and G4, which suffered significant decreases in the values, and
progressively lower in 14 days compared to 7 days. Intergroup comparison showed no
significant difference. These findings are in agreement with Sanchez Neto (1993),
whereby the polymorphonuclear present high concentration at the beginning of the
inflammatory process, and then decrease gradually.

On the 14th day of evaluation, the G2 had a higher number of animals with
complete histological reepithelialization of wounds, however, the intergroup statistical
analysis for epithelial showed no significant difference between G2, G3 and G4 in the
days studied. Similar trends were reported by Modolin; Bevilacqua (1984), whereby the
reepithelialization begins around 10-15 hours after injury from the margins of the wound
by epithelial cells with amoeboid movements on the adjacent tissue, with purpose
recoating it.

The stem bark extract of A. cochliocarpa has been shown to possess tannin,
flavonoids and saponin on preliminary screening. The wound healing potential of the A.
cochliocarpa extract may probably be as a result of the presence of a mixture of
phytoconstituents including flavonoids and tannins.

The tannin help in the process of wounds healing, burnings and inflammations
through the formation of a protective layer (complex tanning/proteins and/or
polysaccharide) on the damaged skin or mucosa. Underneath of this layer the natural
process of wound healing can, then, occur. A similar process occurs probably in cases of
gastric ulcer, where complexed tanning layer/proteins protects the mucosa of the stomach
(Haslam, 1996).

There are several reports of flavonoids that have anti-inflammatory actions (Kim et

al., 2004, Middleton et al., 2000, Cazarolli et al., 2008, Yoon, Baek, 2005, Santangelo et
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al., 2007). Studies show that flavonoids act by modulating cells involved with inflammation
(eg, inhibiting the proliferation of T Ilymphocytes) by inhibiting the production of
proinflammatory cytokines (eg TNF-a and IL-1), modulating the activity of enzymes
pathway of arachidonic acid, such as phospholipase A2, cyclo-oxygenase and lipo-
oxygenase, and modulate the enzyme forming nitric oxide, nitric oxide synthase (iNOS).
(L6pez- Posadas et al., 2008; Kim et al., 2004, Middleton et al., 2000, Havsteen, 2002,

Cazarolli et al., 2008, Biesalski, 2007).

CONCLUSIONS

The results of the current study show that preparations EEAc have the positive
effect on wound healing. The results provide the primary evidence of the medicinal
property of A. cochliocarpa cream for topical treatment of skin injury. However, further
clinical trials regarding such claims are necessary before accurate conclusions regarding

these heath benefits can be made.
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Quadrol - Protocol of microscopical analysis of the cutaneous wounds.

1- TYPE OF REACTION INFLAMMATORY AS THE PREDOMINANT CELL:
- acute (predominance of the neutrophils)

- chronic (predominance of the de lymphocyte)

- acute-chronic (without predominance of the neutrophils of the lymphocyte)

2- PRESENCE OF SCARS: (subjectively)
- discrete

- moderate

- intense

3- PRESENCE OF THE GRANULATION TISSUE AND NEOVASCULARIZATION:
0 = without the granulation tissue and neovascularization

+ = scarce amount of the granulation tissue and/or neovascularization

++ = discrete amount of the granulation tissue and/or neovascularization

+++ = moderate amount of the granulation tissue and/or neovascularization

++++ = accented amount of the granulation tissue and/or neovascularization.

4- FIBROPLASIA

0 = without fibroplasia

+ = scarce amount of the fibroplasia

++ = discrete amount de fibroplasia

+++ = moderate amount of the fibroplasia
++++ = accented amount of the fibroplasia

5- EPITHELIALIZATION DEGREE:

+ = without epithelialization

++ = epithelialization of the 1/3 of the wound
+++ = epithelialization of the 2/3 of the wound
++++ = complete epithelialization

Figure 1 — Photomicrography in 3" day of the inflammatory reaction (Group G1). Intense
inflammatory reaction was noted, with mononuclear and polimorfonuclear cells. Masson’
trichrome: 200x magnification.
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Figure 2 — Photomicrography of presence of scar in 3™ day the inflammatory reaction.
Presence of scars in the wounds was of moderate intensity in the groups G1 (#). Sections
stained with Masson’ trichrome: A) 100x and B) 200x magnification, respectively.

Figure 3 - Photomicrographs of microscopic of cutaneous wound. Masson’ trichrome:
100x magnifications (all images). A represented the control group (G1). B represented the
G4 treated with the cream of the ethanolic extract of A. cochliocarpa in the dose of 103
mg/kg. Each group of animals (n = 6 rats). Asterisks represented normal tissue and long
arrow the area of skin injury.
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Figure 4 — Photomicrography of presence of granulation tissue and neovascularization,
7" day of the group G4. The animals were treated with the cream of the ethanolic extract
of A. cochliocarpa in the dose of 103 mg/kg animal (group G4). We noted fine colagenous
fibers (blue) and capillary proliferation (white areas), with aspect of granulation tissue.

Masson’ trichrome: 200x magnification.

Figure 5 — Photomicrography of presence of fibroses in 14™ day of the group G2. We
observed collagen fine and dense fibers, under of new epidermis (evaluation of re-
epithelialization). Sections stained with Masson’ trichrome: 200x magnification.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance

Abarema cochliocarpa is a medicinal specie often used in Brazil, especially in Northeast
Region, for the treatment of several diseases including inflammations and cancer.

Aim of the study

To evaluate the anti-inflammatory and antitumor activities of the ethanoholic extract from
stem barks of A. cochliocarpa (EEAC) in an attempt to determine whether the medicinal
uses are supported by pharmacological effects.

Materials and methods

Anti-inflammatory activity was determined by carrageenan-induced paw edema method.
The antitumor effect was evaluated in an in vivo experimental study, using the following
tumors: Sarcoma-180 and Erlich ascite carcinoma. After treatment of seven days, the
animals were sacrificed and the tumoral mass, as well as liver, spleen, lung and kidneys

were dissected and fixed for histophatological analysis.
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Results

There were statistically significant decreases (p < .05) of edema paw in at the doses of
150, 250 and 350 mg/kg (i.p.) of the ethanolic extract of A. cochliocarpa. Similarly, the
administration of A. cochliocarpa at the doses of 100, 150, 250 and 350 mg/kg (i.p.)
inhibited the growth of sarcoma-180 and Ehrlich ascite carcinoma tumors in mice. In the
histological evaluation of the organs little variation between the groups was evidenced,
emphasizing the presence of steatosis in livers of the treated animals and the standard.
All the animals treated with the extract presented solid vascularization.

Conclusion

The results suggest that the ethanolic extract of A. cochliocarpa possesses anti-
inflammatory and antitumor activities, supporting the folk use of this medicinal specie.
Keywords: Anti-inflammatory activity; Antitumor activity; Sarcoma-180; Erlich ascite

carcinoma; Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes; Leguminosae.

1. Introduction

The Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes (Leguminosae) is a native
species from Brazilian and distributed in America. It is commonly known as “babatenon”
and its use is frequent in folk medicine against inflammations, wound-healing, as
analgesic, antiinflammatory, antiseptic and to treat leucorrhea, among other uses (Silva,
2006; Agra et al., 2008).

Previous pharmacological studies showed that A. cochliocarpa possesses anti-
ulcerogenic (Silva, 2003), antinociceptive (Silva, 2009) and antimicrobial properties
(Araujo et al., 2002; Santos et al., 2007). The bark of this specie contain tannins,

triterpenoids, cathechins, saponins, phenols and anthraquinones (Mendoncga, 2000; Silva,
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2009). These phytocompounds possess anti-inflammatory and chemotherapy effects
(Hirose et al., 1995, Taraphdar et al., 2001, Akayo et al., 2003 and Wang et al., 2003).

In Brazil, especially in the Northeast Region, the use of this medicinal specie is a
practice widely employed, mainly in the form of crude extracts and infusions, to the
treatment of several diseases including inflammations (Gazzaneo, Lucena, Albuquerque,
2005, Silva, 2006, Agra et al., 2008 and Santos et al., 2007), and cancer (Oliveira, Lima,
Souza et al., 2007). However, there were no pharmacological evidences that support the
use of this medicinal specie yet. Therefore, it is necessary to investigate the anti-
inflammatory and antitumor activities of A. cochliocarpa in order to determine whether the
medicinal uses are supported by pharmacological effects.

We report here the results of in vivo experimental studies with the ethanolic extract
from the bark of A. cochliocarpa (EEAc) in rat paw edema model, sarcoma-180 and

Ehrlich ascite carcinoma transplanted in mice.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and extract
Stems bark of A. cochliocarpa were collected in the Greenhouse of the Laboratory
of Pharmaceutical Technology of the Federal University of Paraiba, Paraiba, Brazil,
during the month of January, 2006 and were identified by Dra. Rita de Cassia A. Pereira
(IPA-PE). The voucher specimen were deposited in the herbarium Prof. Lauro Pires
Xavier under number 613360f Botanical Department of the Federal University of Paraiba.
The air dried powdered stem barks (3 kg) were extracted with 70% ethyl alcohol (3
x 3000 mL) and the pooled extract was concentrated under vacuum below 50 °C to give

560 g of gummy material
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2.2. Animals

Wistar albino female rats Wistar (Rattus novergicus; weight 250 = 50 g) and Swiss
albino female mice (Mus musculus; weight 25 £ 10 g) were obtained from the animal
house of the Department of Antibiotics of the Federal University of Pernambuco, Brazil.
All the animals were maintained under standard condition, with temperature at 25 + 2 °C,
12 h dark-light cycle and relative humidity. The animals received food and water ad
libitum. The experiments were carried out in accordance with the ethical principles of The
Brazilian College of Animal Experiments and the National Institute of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animals. This study was approved by the Committee of

Experimental Animal of the Federal University of Pernambuco (041544/2006-47).

2.3. In vivo anti-inflammatory activity
2.3.1. Carrageenan-induced rat paw edema

The carrageenan-induced hind paw edema test was performed according to the
method reported by Winter et al.,, (1962). Acute inflammation was produced by sub
plantar injection of 0,1 mL of 1% suspension of carrageenan in animals of all groups. The
animals were divided into five groups, with five animals per group. The negative control
group received saline solution at 0,9% (i.p.). The positive control group was treated with
Indomethacin (10 mg/kg, i.p.) (Sigma Chemical, Co., USA). The groups Ill, IV and V
received 25,75, 51,5 and 103 mg/kg of the EEAc (i.p.), respectively. The paw edemas
were measured at every hour during a 6 h period. Anti-inflammatory activity was
evaluated as the percentage of reduction of the edema in the treated groups that received

the extract when compared with the control groups.
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2.4. Antitumoral activities
2.4.1. Tumor cells

Sarcoma-180 ascite and Ehrlich ascite carcinoma were maintained in vivo in mice
by transplantation of 0,2 mL of ascites (1 x 10’ cell) from the infected mice to the non-

infected mice.

2.4.2. Sarcoma-180

The sarcoma-180 ascites (S-180) tumor cell (1 x 10’ cel/mouse) were
subcutaneously implanted into the inguinal region of the mice in accordance with Sugiura
et al., (1955), with some modifications. The mice were divided into six groups, with five
mice per group. The group of negative control received saline solution at 0,9% (i.p.). The
positive control group received 10 mg/kg of the Metrotexat (i.p.) (Sigma Chemical, Co.,
USA). The groups lll, IV and V received 25,75, 51,5 and 103 mg/kg (i.p.) of the EEACc,

respectively.

2.4.3. Ehrlich ascite carcinoma

Similarly, Ehrlich ascite carcinoma cells (EACs) (1 x 10’ cell/mouse) were
implanted in the inguinal region of the mice, as previously reported by Sugiura et al.,
(1955), with modifications. The animals were divided into five groups (six animals in each
group). The group corresponding to the negative control received saline solution (0,9%,
i.p.). The positive control group received 10 mg/kg of the Metrotexat (i.p.) (Sigma, USA).
Mice of groups Ill, IV and V received 25,75, 51,5 and 103 mg/kg (i.p.) of the EEAc,

respectively.
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2.4.4. Treatment

The animals were treated with the EEAc and Metrotexat during seven days. On the
eighth day, the mice were weighed, euthanized and the tumors were removed, as well as
liver, spleen, heart and kidneys were dissected and fixed for histophatological analysis.
The inhibition of tumor growth was calculated by percentage of reduction of the tumors

when compared with the control group.

2.4.5 Histologic analysis
The wound tissues were fixed with 10% formalin, embedded in paraffin, and
sectioned. Sections of 5 uym thickness were stained using hematoxylin-eosin (HE). In

microscopy (MOTIC BA200) was evaluated.

2.5. Statistical analysis
The values are expressed in mean + S.D. Data were statistically evaluated using
one-way analysis of variance (ANOVA) (Origen 5.0 software). The values were

considered significant when p < .05.

3. Results
3.1. Anti-inflammatory activity

A significant reduction (p < 0,05) of the paw edema was observed at doses of 27,5,
51,5 and 103 mg/kg of the EEAc (Fig. 1). The anti-inflammatory effects were observed
after a second hour of treatment in the groups that received the doses of 27,5, 51,5 and
103 mg/kg of the EEAc. The highest percentages of reduction of the paw were observed
in the groups treated with 51,5 (41%) and 103 mg/kg (33%) of the EEAc, at the third and

sixth hours of treatment, respectively. Curiously, after 6 h of treatment the lowest



143

percentage of inhibition of paw edema was observed in the groups that were treated with

10 mg/kg of the Indomethacin.

0.8 -
° 0.7 -
E 0.6 1 —e— Salina 0,9%
S 051 —B— Indometacina 10 mg/Kg
g 04 - —a—EEPc 25,75 mg/Kg
3 0.3 1 —x—EEPc51,5 mg/Kg
% 0.2 - —x—EEPc 103 mg/Kg
o 0.1

0

Time (Hour)

Fig. 1. Anti-inflammatory effects of EEAc in carrageenan-induced rat paw edema (n =6, per groups).
Edema was induced by subcutaneous administration of 0.1 mL of 1% suspension carrageenan. Doses of
10 mg/kg of Indomethacin and 27,5, 51,5 and 103 mg/kg of the EE of A. cochliocarpa were intraperitoneally
administrated. The value represents mean + S.D. *p < 0,05 was considered statistically significant.

3.2. Antitumor activity

3.2.1. Sarcoma-180

The results showed a significant inhibition on the growth of S-180 tumor in mice
treated with the EE of A. cochliocarpa. As shown in Fig. 2 the dose of 103 mg/kg of EE of
A. cochliocarpa, significantly reduced (p <0,05) the growth of S-180 tumor with
percentage of inhibition of 80%, while the doses of 27,5, 51,5 mg/kg of the EEAc reduced,
67% and 75%, respectively. In the groups treated with 10 mg/kg of the Metrotexat, it was
observed a reduction of 89% of tumoral growth. There were no significant differences in

body weight before and after of the treatments (date not showed).
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Fig. 2. Percentage (%) of inhibition of growth of Sarcoma-180 ascite tumor in mice treated with EE of
A.cochliocarpa (n = 6, per groups). Doses of 2,5 mg/kg of Metrotexat and 27,5, 51,5 and 103 mg/kg of the
EE of A .cochliocarpa were intraperitoneally administrated. Data are expressed as the mean + S.D.
*p < 0,05 was considered statistically significant.

The histological data revealed the presence of inflammatory cells kidneys from
animals treated with methotrexate and EEAc, as well as visualization of renal vessels
congested (Figure 3- A). And control groups were treated with the extract also showed
these changes. The liver of animals treated with at a dose of 103 mg/kg showed the
presence of congested vessels, appearance of estetose (figure 3-B) and perivascular
infiltrate. The structural characteristics of Sarcoma 180 in control and treated groups did

not differ and showed infiltrated with adipose tissue and skeletal muscle.

Fig. 3 - Histological aspects of kidney from animals implanted with Sarcoma 180 and treated with
methotrexate (10 mg/kg) HE staining (MO). In A the presence of congested kidney vasculature. In B there is
the appearance steatosis (arrows).
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3.2.2. Ehrlich ascite carcinoma

There was a significant inhibition on the growth of EAC tumor in mice. The group
treated with the dose of 103 mg/kg showed a significant reduction (p <0,05) of EAC
tumoral growth, with inhibition percentage of 83% (Fig.3). Doses of 27,5, 51,5 mg/kg of
EEAc of reduced 67% and 79%, respectively. Groups treated with 2,5 mg/kg of the
Metrotexat showed a reduction of almost 92% of tumoral growth. There were no
significant differences in body weight before and after of the treatments (date not

showed).

100- *
* Metrotexato 2,5 mg/kg

EE3 EEPc 27,75 mg/kg
B3 EEPc 51,5 mg/Kg
D EEPc 103 mg/Kg

Percentage (%) de inhibition
of Ehrlich ascite carcinoma

Fig. 4. Percentage (%) of inhibition of growth of Ehrlich ascite carcinoma tumor in mice treated with EH of
A. cochliocarpa (n = 6, per groups). Doses of 2,5 mg/kg of Metrotexat and 27,5, 51,5 and 103 mg/kg of the
EE of A. cochliocarpa were intraperitoneally administrated. Data are expressed as the mean = S.D.
*p < 0,05 was considered statistically significant.

The animals treated with extracts of EEAc (independent of the doses) showed
interstitial pulmonary involvement, as evidenced by a process of alveolitis limited possibly
due to an allergic mechanism. Changes were observed as peribronchiolar lymphocytic
infiltration, thickening of the septum with reduction of the lights of some alveoli and

vascular congestion (Figures 4-A) when compared to the descriptions for the control
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group. The structural characteristics of Ehrlich carcinoma in control and treated groups

did not differ and showed cells with different formats, infiltrated with adipose tissue and

skeletal muscle (Figure 4-B).

Fig. 5. Photomicrographs of lung and tumor (carcinoma) of Swiss albino mice treated with EEAc. A) Lung:
interstitial pulmonary involvement particularly due to thickening of the septum (arrows) with reduction of the
lights of some alveoli (a) and presence of bronchioles with lymphocytic infiltrate around (b) and alveolar sac
(s). B) Tumor infiltration with marked muscle (m) and moderate adipose tissue infiltration (g). H.E.: 400X.

4. Discussion

We performed an experimental study in vivo in order to test a putative anti-
inflammatory and antitumor pharmacological effect of the EEAc. The results provided
preliminary evidences suggesting that this extract possesses anti-inflammatory and
antitumor effects.

The anti-inflammatory activity of the EEAc was statistically significant in all tested
doses. Furthermore, the anti-inflammatory effect of A. cochliocarpa was observed in the
two phases of the inflammation. In the first phase (0—-180 min) there was a significant
reduction of paw edema (p < 0,05) in doses of 51,5 and 103 mg/kg of the EEAc. Similarly,
a significant reduction of size of paw edema was observed in the last phase (180-360

min) in all doses of the EEAc and Indomethacin. These anti-inflammatory effects may be
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explained by the presence of phenolic compounds, which are found on the EE of A.
cochliocarpa (Mendonga, 2000) and posses a promising anti-inflammatory activity
(Gazzaneo, Lucena, Albuquerque, 2005, Silva, 2006 and Agra et al., 2008).

The results of microscopy of liver tumors of the S-180 confirm the data found by
the literature cited above, showing a decrease in vascularization around the tumor and
the presence of adipose tissue liver as a result of toxicity in animals treated with the
extract at higher doses (Ishiki; Onishi; Machida, 2004; Steele; Kelloff, 2005). The
inflammatory infiltrates, sometimes lymphocytes, sometimes mixed in the organs
examined microscopically, are in agreement with Sato et al. (2005) which showed that the
colony-stimulating factor (CSF) produced by tumor cells increases the number of

polymorphonuclear cells (PNM) in the peripheral circulation.

Significant (p < 0,05) antitumor effects were observed in S-180 and EAC tumor
when treated with the EEAc. These effects may be due to the presence of phenolic
compounds on the EEAc, which possess the antitumor effects. Studies have
demonstrated that quercetin and luteolin inhibit the tumoral growth in several in vivo
experimental models (Hirose et al., 1995; Yang et al., 2000). Furthermore, other
compounds such as terpenoids (monoterpenoids, sesquiterpenoids, diterpenoids,
triterpenoids and steroids), caffeic acid and cinnamic derivates, which are present on the
EEAC, possess a chemotherapy effects (Taraphdar et al., 2001).

In conclusion, in this work we reported that the EE of A. cochliocarpa possesses
promising anti-inflammatory and antitumor effects. These results corroborate the
traditional use of this specie in Brazil. Further studies should be performed to elucidate

which compounds are responsible for these activities.
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance — Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes
(Leguminosae) has been used in Brazilian folk medicine. The present study examined the
possible antinociceptive effect of the ethanolic extract from A. cochliocarpa barks in
chemical behavioral in four models of nociception, namely, acetic acid-induced abdominal
writhing, formalin, tail immersion test and hot plate test. The extract at doses of 25,75;
51,5 and 103 mg/kg given intrapheritonially (i.p) produced inhibition of acetic acid-induced
visceral pain. In the formalin test, the extract (27,75-103 mg/kg, i.p) also caused
significant inhibition of both, the early (neurogenic pain) and the late (inflammatory pain),
phases of formalin-induced licking. The antinociceptive action of the extract was tested

against naloxone in the hot-plate test in a bid to further elucidate probable mechanisms of
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antinociception. Results showed that the extract at doses of 27,75; 51,5 and 103 mg/kg
body weight caused significant (p <0,05) antinociceptive activity in all the nociceptive
models. Furthermore, naloxone (2 mg/kg), significantly (p <0,05) antagonised the
antinociceptive activity in all doses of the extract suggesting that the endogenous opioid
system is involved in its analgesic mechanism of action. Thus, the study showed that the
ethanolic extract of A. cochliocarpa (EEAc) possesses both peripherally and centrally
mediated antinociceptive activity. The central mediated action may be linked partly via

opioid receptors in the central nervous system.

Keywords: Abarema cochliocarpa; Central antinociceptive; Morphine; Naloxone

1. INTRODUCTION

Medicinal plants are have been used extensively by the Brazilian people to treat
bodily ailments (Almeida, 1993) and its are known to be an important source of new
chemical substances with potential therapeutic effects (Farnsworth, 1989). The research
into plants which are employed as pain-relievers in traditional or ethnopharmacology is
therefore one of the productive and logical strategies in the search for new analgesic
drugs (Elisabetsky et al., 1999). Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes
(Leguminosae) is a plant originally from the Brazil (IUCN, 2004). It is used in folk
medicine as wound-healing, as analgesic, antiinflammatory, antiseptic and to treat
leucorrhea, among other uses (Silva, 2006; Agra et al., 2008).

The pharmacological properties of this plant have not yet been extensively
investigated, and only a few studies have been reported. The hydroalcoholic extract bark

showed antimicrobial activity (Aradjo et al., 2002; Santos et al., 2007). A. cochliocarpa
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also contains significant amounts of tannin and saponins. Regarding the chemical
composition, the presence of tannins, triterpenoids, cathechins, saponins, phenols and
anthraguinones has been suggested (Mendonca, 2000; Silva, 2009). This study aimed to
examine the possible central analgesic activity of ethanolic extract of A. cochliocarpa
(EEAC) using the hot plate, tail immersion test, formalin test and acetic acid-induced

writhing.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Plant material

Stem Barks of A. cochliocarpa were collected in the vicinity of Jodo Pessoa - State
of Paraiba - Brazil in January 2006 and were identified by Dra. Rita de Cassia A. Pereira
(IPA-PE). The voucher specimens were deposited in the herbarium Prof. Lauro Pires
Xavier under number 61 336 of Botanical Department of the Federal University of

Paraiba.

2.2 Preparation of the extract

The air dried powdered stem barks (3 kg) were extracted with 70% ethyl alcohol (3

x 3000 mL) and the pooled extract was concentrated under vacuum below 50 °C to give

560 g of gummy material.
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2.3 Animals

Female Swiss albino mice (Mus musculus) with body weight 20 — 30 g, two months
old at the beginning of the experiment were used. The animals were housed in groups of
six per cage, with a light/dark period of 12 h (6:00 am to 6:00 pm). They were given food
and water ad libitum. All experiments were conducted between 10:00 am and 4:00 pm.
Female mice were tested without monitoring the estrus cycle. All the animals were
carefully monitored and maintained in accordance with the ethical recommendation of the
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and the National Institute of Health
Guide for Care and use of Laboratory Animals. This study was approved by the
Committee of Experimental Animal of the Federal University of Pernambuco
(041544/2006-47).

2.4 Drugs

Morphine and Naloxone were obtained from Sigma (USA). The extract was diluted
with saline. All solutions were administered via intraperitoneal (i.p.) route in volume of 0,1

mL/10 g body weight.

2.5 Hot plate test

Mice were divided into five groups, each group of six animals. The tests were used,
following the method described by Yeh & Mitchell (1971). The test animals received three
doses 27,75; 51,5 e 103 mg/kg (i.p.) of EEAc 1 h before measurements. In the control
group, saline 0,1 mL/10g was administered (i.p.), and morphine 10 mg/kg, (i.p.) was given
to the standard group. Each assessment was carried out for a period of 15 min and the

tests were performed at 30, 60, 90, and 120 min intervals after the respective treatments.
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2.6 Tail immersion test

The mice were divided into five groups of six animals in each group. Group |
received saline (0,1 mL/10g), and group Il that served as standard group, received
morphine 10 mg/kg, (i.p.). The analgesic activity was evaluated 1 h after administration of
EEAc, and morphine was evaluated 15 min after administration. The tail (up to 5 cm) was
then dipped into a pot of water maintained at 55°C The time (in seconds) the mice took to
withdraw its tail clearly out of the water was taken as the reaction time according to

Janssen et al., (1963).

2.7 Acetic acid-induced writhing

The analgesic effect of extract was evaluated in mice using the acetic acid-induced
writhing test. Mice were divided into five groups of six animals each. Controls-saline 0,1
mL/10g, (i.p.), EEAc 27,75; 51,5 e 103 mg/kg, (i.p.) and morphine 10 mg/kg, (i.p.) were
administered. Sixty minute after treatment, acetic acid (0,85% v/v solution) was injected
(i.p.) at a dose of 10 mg/kg. The number of writhings was counted and recorded for 15

min (Almeida et al., 2000).

2.8 Formalin test

The method of Fasmer et al. (1985) was used. For this, 20 pl 1% formalin was
administered (n = 6) in the mouse right hind paws and the licking time was registered
from 0 to 5 min (phase 1, neurogenic) and from 20 to 25 min after the intraplantar

injection of formalin (phase 2, inflammatory). Animals were pretreated with EEAc or
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morphine 10 mg/kg, (i.p.), 30 min before formalin administration. Control animals were

injected with a similar volume of saline (10 ml/kg body weight).

2.9 Antagonism of the antinociceptive effect of Pc by pre-treatment with naloxone

In the experiments, five groups of six animals in each group were used. All the
animals had naloxone administered at dose of 2 mg/kg (i.p.). After 15 min the test groups
were give doses of 27,75, 51,5 e 103 mg/kg (i.p.) of EEAc. The control group received
saline 0,1 mL/10g, ( i.p.) and the standard group had morphine 10 mg/kg (i.p.)
administered. The assessments were conducted at 30, 60, 90, and 120 min in

accordance with the method proposed by Younos et al., (1990).

2.10 Phytochemical screening
Phytochemical screening of the tested extracts was performed to detect the
eventual presence of different classes of constituents, such as alkaloids, polyphenols and

terpenoids using specific reactions (Harbone, 1998; Wagner, 1996).

2.11 Statistical analysis

The data obtained were analyzed using the GraphPad software program Version
5,0 and expressed as a meant S.D. The data was submitted to analysis of variance
(ANOVA) followed by the Newman—Keuls test. p-Values less than 0,05 (p < 0,05) were

used as the significance level.
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3. RESULTS

As shown in Table 1 the EEAc, administered intraperitoneally at doses up to 27,75,
51,5 and 103 mg/kg, produced a significant antinociceptive action when compared to the
control group and one similar to that of morphine at 10 mg/kg (i.p.). This action of central
nervous system (CNS) was confirmed by the blocking effect of naloxone.

The EEAc (Table 2) administered intraperitoneally at doses up to 27,75, 51,5 e 103
mg/kg produced a significant antinociceptive action when compared to the control group
and one similar to the action of morphine 10 mg/kg, (i.p.). This action was the blocking
effect of naloxone.

The intrapheritonial administration of EEAc (27,75-103 mg/kg) caused a
significant reduction in the number of writhing episodes induced by acetic acid compared
to the control (p < 0,01). The EEAc produced a near maximal inhibition of the writhing
response similar to that of morphine. The results are provided in Table 3.

The extract ethanolic EEAc at doses of 27,75-103mg/kg (i.p.) had a significant
antinociceptive activity compared to the control in both the early and late phases (p <
0,001). The reference drug, morphine 10 mg/kg (i.p.), suppressed both phases of the pain
stimulus (p < 0,001; Fig. 1).

Phytochemical screening indicated the presence of tannins and saponins at high
concentrations in EEAc. Flavonoids content was found at low concentration. Alkaloids

were not detected.
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4. DISCUSSION

A. cochliocarpa (Gomes) Barbeby & Grimes extract demonstrated analgesic
effects both in the visceral and central nociceptive mouse models.

The tail-immersion and hot-plate tests, which consists of a thermal stimulus, have
been widely used as experimental models to measure nociception, especially for the
screening of analgesic drugs (Dewey et al., 1969; Ruijanawate, 2003). These tests are
able to differentiate between central and peripheral analgesics (Asongalem, 2004).

Tail-immersion test is considered to be a spinal reflex, but the mechanism of
response could also involve higher neural structures (Chapman, 1985; Jensen & Yaksh,
1986).

The hot-plate test produces, at constant temperature, two kinds of behavioural
response, which are paw licking and jumping. Both of these are considered to be
supraspinally integrated responses (Chapman, 1985).

The analgesic action presented by EEAc involves supraspinal as well as spinal
components as demonstrated by the use of the hot plate (Yaksh & Rudy, 1976; Yaksh &
Rudy, 1977; Yeung et al., 1977) and tail immersion test (Mayer & Liebeskind, 1974; Woolf
et al., 1980, respectively. In the present study we demonstrated that EEAc
intraperitonialmente administered prolonged the latency in both thermal tests of
nociception.

The results suggest that EEAc has a central analgesic effect, as evidenced by
increase in reaction time of mice in the hot plate test and tail immersion test. The pre-
treatment with a specific morphinomimetic receptor antagonist, naloxone significantly
reversed the antinociceptive effect of EEAc and morphine in both phases of the tall

immersion test as well as in the hot plate test, compared to extract and morphine alone.
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These results suggest that activation of central opioid receptors are involved in the
antinociceptive action of the EEAc (Belvisi, 1998; Quock et al., 1999; Mundey et al.,
2000).

An intraperitoneal injection of acetic acid can produce peritoneal inflammation,
which causes a response consisting of the contraction of the abdominal muscles
accompanied by an extension of the forelimbs and elongation of the body. This writhing
response is considered to be a visceral inflammatory pain model and has been used as a
screening tool for the assessment of analgesic or anti-inflammatory agents (Koster et al.,
1959; Collier et al.,, 1968). This method has been associated with increased levels of
prostaglandins in the peritoneal fluids (Deraedt et al., 1980). Acetic acid injection in mice
peritoneal cavity promotes the release of many inflammatory mediators such as PG, BK,
SP, TNF-qa, IL-1B, IL-8 and others (Vinegar et al., 1979; Deraedt et al., 1980; Ribeiro et
al., 2000; Ikeda et al., 2001; Feng et al., 2003).The results herein revealed that EEAc had
significantly reduced acetic acid-induced writhing responses, which were similar to those
of the reference drugs.

The antinociceptive effects EEAc were also verified on formalin-induced
spontaneous nociceptive behaviors. An intraplantar injection of formalin is a commonly
used model of acute inflammatory pain, in which rodents display spontaneous nociceptive
behaviors consisting of flinching/shaking of the affected hind paw in two distinct phases
(Dubuisson & Dennis, 1977). The first and second phases are generally believed to
reflect excitation of peripheral afferent nociceptors and central sensitization, respectively
(Dickenson & Sullivan, 1987; Yaksh et al., 2001). The neurogenic phase is probably a
direct result of stimulation in the paw and reflects centrally mediated pain with release of
substance P while the late phase is due to the release of histamine, serotonin, bradikynin

and prostaglandins (Amresh et al., 2007). The systemic (i.p.) administration of the extract
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also causes significant inhibition against both neurogenic and inflammatory pain
responses induced by formalin. Different mechanisms have been shown to be involved in
first and second phase nociceptive behaviors, based on the differential pharmacology
associated with these behaviors. For example, whereas second phase behaviors are
selectively attenuated by cyclooxygenase inhibitors, first and second phase behaviors are
attenuated by opioids (Yaksh et al., 2001). Like other substances that act on the CNS,
EEAC extract inhibited both phases of the test in a manner similar to that of morphine.
Moreover, the results of this test are in agreement with those obtained in the hot

plate and tail immersion tests, confirming the central antinociceptive effect of this extract.

5. CONCLUSION

The present study showed the efficacy of the EEAc in different antinociceptive
responses generated by a probable chemical noxious stimulus produced by formalin or
acetic acid injections or by a thermal noxious stimulus in the hot plate and tail immersion
tests. Further studies should be carried out to investigate the molecular mechanism of
action of the A. cochliocarpa extract and their participation in the pain inhibitory

mechanisms in the CNS.
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Table 1.Effect of EEAc extract and naloxone on mice assessed by the hot plate test.

Material

Control
EEAc
EEAC

EEAC

Morphine

EEAc + naloxone

EEAc + naloxone

EEAc + naloxone

Morphine + naloxone

Results are expressed as the mean £ S.D in seconds (n = 06). (one-way ANOVA followed by Newman— Keuls test):
*p < 0,05; **p < 0,01,***p < 0,001 compared to the control group.

Dose
(mg/kg)

27.75
515

103

10

275+ 2

515+2

103 +2

10+ 2

Basal

6.5+0.5
5.3+0.8
6.3+0.5

6.1+0.4

6.5+0,5

6.2+0.8

6.8+0.9

6.9+1.2

6.7+1.4

30

5.8+0.75
7+0.6*
14+0.6%**

14+0.9%**

6.8+0.7*

5.9+0.3

6.7+£0.4

6.3+0.3

67.5+0.6

Latency time

60

6.1+0.7
8.3+0.54***
15.5+0.54***

15.67+0.51***

16.50+0.54***

6.1+0.4

6.1+0.5

6.3+0.6

6.5+0.7

90

6.0+0.6
8.6+0.51***
16.8+0.4***

16.8+0.98***

17.6+£0.51***

6.1+0.7

6.0+0.6

6.7+£0.4

6.5+0.5

120

6.1+0.40
9.6+0.51***
17.6+0.51***

17.5+0.54***

18.5+0.54***

6.3+0.8

6.6+0.5

6.2+0.3

6.3+0.7
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Table 2. Effect of EEAc and naloxone on mice assessed by the tail immersion test.

Material Dose Latency time
(mg/kg)
Basal 30 60 90 120
Control 6.5+0.54 6.5+0.54 6.5+£0.54 6.5+£0.54 6.4+1.5
EEAcC 27.75 6.3£0.51 | 9.6+0.51*** 11.6+0.8*** 14.0£0.89*** | 17.3+1.2***
EEAC 51.5 6.3+0.51 | 12.3+1.2*** | 15.5+£0.54*** 16.6+0.8*** 18.17+0.9***
EEAC 103 6.1+0.4 11.8+1.16*** | 15.17+£0.75** | 16.8+£0.75** | 18.3+£0.8***
Morphine 10 6.5£0.54 | 13+0.51** 16.6+0.8 *** | 17.5+0.5** | 20.5+0.54***
A. cochiliocarpa 27.5+2 8.1+0.9 8.8+0.75 8.8+0.4 8.6+0.51 8.3+0.8
+ naloxone
A. cochiliocarpa | 515+2 | 8.5+0.6 9.1+0.9 8.6+0.8 8.5+0.54 8.6+0.51
+ naloxone
P. cochiliocarpa 103 +2 8.4+0.8 9.0+£0.89 8.6+0.81 8.8+0.75 8.5+0.54
+ naloxone
Morphine + nalox 10+ 2 8.7t1.4 8.5+0.54 8.3+0.51 8.6+0.51 8.3£0.51

one

Results are expressed as the mean = S.D in seconds (n = 06). (one-way ANOVA followed by Newman—Keuls
test): *p < 0,05; **p < 0,01,***p < 0,001 compared to the control group.

Table 3. Effect of EEAc evaluated using acetic acid-induced writhing in mice.
Treatment Writhing (mean £ S.D)
(mg/kg,i.p.)

Saline (control) 55.3+8.6

Pc (27.75) 4.31£4.2*

Pc (51.5) 2.6+4.3*

Pc (103) 3.1+4.9*

Morphine (10) 3.7£0.4*

n=6. *p<0,01 compared to saline group values.
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Figure 1- Effects EEAc on the licking induced by formalin in mice. Results are expressed as the mean £ S.D
in seconds (n = 06). (One-way ANOVA followed by Newman-Keuls test):* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <

0,001 compared to the control group.
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Abstract

Infusions obtained from its stem barks Abarema cochliocarpa are used in South America
for the treatment of several disorders such as pain and inflammatory processes. The aim
of this study was to evaluate antinociceptive effects of purified saponin fraction (PSF)
obtained from ethanolic extract of the A. cochliocarpa (EEAc) in four analgesic models
(acetic acid-induced contortions, formalin test, tail flick and hot plate). The PSF used for
the study is a mixture of two major saponins obtained for chromatographic procedure.
Given intraperitonially, the PFS produced significant inhibitions on chemical nociception
induced by intraperitoneal acetic acid and subplantar formalin since decreased the
number of writhing episodes and the time licking. Treatment with the PSF produced a
significant increase of the reaction time in tail immersion and in the hot plate test. The
saponins administered had a antinociceptive effect similar of the morphine (10 mg/kg,
I.p.). The fractions saponins of A. cochliocarpa markedly demonstrated antinociceptive

action in mice.

Key-words: Inflammatory processes, pain, Abarema cochliocarpa, saponins.
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Introduction

Pain is a sensorial modality which in many cases represents the only symptom for
the diagnosis of several diseases. It often has a protective function. Throughout history
man has used many different forms of therapy for the relief of pain, among them,
medicinal herbs are highlighted due to their wide popular use (Oliveira et al., 2009).

In Brazilian traditional medicine, barks of Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby
& Grimes (Leguminosae) are used mostly treating wound healing, inflammation, as
analgesic, antiseptic and to treat leucorrhea (Silva, 2006; Agra et al., 2008).
Phytochemical studies of these species have also revelated the presence of terpenoids
(triterpenoids, steroids and saponins), polyphenols (tannins, cathechins, flavonoids,
anthraquinones) (Mendonga, 2000; Silva, 2009).

The pharmacological activity of saponins, such as their anti-inflammatory,
antitumor, antiexudative, antiulcer, analgesic, antipyretic and immunostimulant, has been
known for many years, while new actives are continually being discovered (Hostettmann;
Martdon, 1995).

Natural products exhibiting analgesic properties are of great interest for many
reasons. Keeping in view the ethnobotanical use of the plant in the treatment of painful

conditions, the current study was to provide scientific background to this claim.

Material and Methods

Plant material

Stem barks of A. cochliocarpa were collected around Jodo Pessoa - State of Paraiba

— Brazil, during the month of January, 2006. A voucher specimen (N° 61.336) has been
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deposited in herbarium Prof. Lauro Pires Xavier of Botanical Department of the Federal

University of Paraiba.

Obtations of the extract and fractions

The air dried powdered stem barks (3 kg) were extracted with 70% ethyl alcohol (3
x 3000 mL) and the pooled extract was concentrated under vacuum below 50 °C to give
560 g of gummy material. 50 g of this residue was chromatographed on a silica gel
column (2000 g Kieselgel Merck 0,05-02 mm). Eluition with dichloromethane-methanol
(9:1) gave fractions containing two saponins (withe colour with water on TLC and brown
colour with vanillin-H,SO,). These fractions were combined, and concentred in vacuo

leaving 3,2 g residue.

Animals

Female Swiss albino mice (Mus musculus) with body weight 20 — 30 g, two months
old at the beginning of the experiment were used. Animals were maintained in a room
with controlled temperature 22 + 2 °C for 12 h light/dark cycle with free access to food
and water. All experiments were conducted between 10:00 am and 4:00 pm. Female mice
were tested without monitoring the estrus cycle. All the animals were carefully monitored
and maintained in accordance with the ethical recommendation of the Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA) and the National Institute of Health Guide for Care and
use of Laboratory Animals approved by the Biomedical Science Institute/UFPE, Ethical

Committee for Animal Research, and received the number 041544/2006-47.

Drugs
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Morphine was obtained from Sigma (USA). The fractions were diluted with saline
(0,9%). All solutions were administered via intraperitoneal (i.p.) route in volume of

0,1mL/10g body weight.

Hot plate test

Mice were divided into five groups, each group of six animals. The tests were
used, following the method described by Yeh and Mitchell (1971). The test animals
received PSF obtained from EEAc 1 h before measurements. In the control group, saline
(0,1 mL/10g, i.p.) was administered (i.p.), and morphine 10 mg/kg, (i.p.) was given to the
standard group. Each assessment was carried out for a period of 15 min and the tests

were performed at 30, 60, 90, and 120 min intervals after the respective treatments.

Tail immersion test

The mice were divided into five groups of six animals in each group. Group |
received saline (0,1 mL/10g), and group Il that served as standard group, received
morphine (10 mg/kg, i.p.). The test animals received PSF obtained from EEAc The
analgesic activity was evaluated 30 min after administration of the extract, and morphine
was evaluated 15 min after administration. The tail (up to 5 cm) was then dipped into a
pot of water maintained at 55 ° C. The time (in seconds) the mouse took to withdraw its
tail clearly out of the water was taken as the reaction time according to Janssen et al

(1963).

Formalin test
The method of Fasmer et al. (1985) was used. For this, 20 pl 1% formalin was

administered (n = 6) in the mouse right hind paws and the licking time was registered
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from O to 5 min (phase 1, neurogenic) and from 20 to 25 min after the intraplantar
injection of formalin (phase 2, inflammatory). Animals were pretreated with PSF of the A.
cochliocarpa or morphine (10 mg/kg, i.p.), 30 min before formalin administration. Control

animals were injected with a similar volume of saline (10 ml/kg body weight).

Acetic acid-induced writhing

The analgesic effect of extract was evaluated in mice using the Acetic acid-induced
writhing test. Mice were divided into 5 groups of 6 animals each. Saline (0,1 mL/10g, i.p. -
controls), PSF and morphine 10 mg/kg, (i.p.) were administered. Thirty min after
treatment, acetic acid (0.85% v/v solution) was injected (i.p.) at a dose of 10 mg/kg. The

number of writhings was counted and recorded for 15 min (Almeida et al., 1999).

Statistical analysis

The data obtained were analyzed using the GraphPad software program Version
5.0 and expressed as a meant S.D. The data was submitted to analysis of variance
(ANOVA) followed by the Newman—Keuls test. p-Values less than 0,05 (p < 0,05) were

used as the significance level.

Results

As presented in Table 1, the PSF obtained EEAc, administered intraperitoneally at
doses of 51,5 mg/kg produced a significant antinociceptive action when compared to the
control group and one similar to that of morphine at 10 mg/kg (i.p.). The response was
showed by the increase in latence time in seconds. The increase in latency time was
measured at 0, 30, 60, 90 and 120 min after the administration of vehicle, FS and
standard grug morphine. The peak protection against thermal pain was achieved at 90

min do FS administration compared to vehicle.
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The Fraction saponin obtained from EEAc (Table 2) administered intraperitoneally
at dose of the 51,5 mg/Kg produced a significant antinociceptive action when compared

to the control group and one similar to the action of morphine (10 mg/kg, i.p.).

The intrapheritonial administration of Fraction saponin obtained from EEAc
caused a significant reduction in the number of writhing episodes induced by acetic acid
compared to the control (p < 0,05). The Fraction saponin obtained from EEAc produced a
near maximal inhibition of the writhing response similar to that of morphine. The results

are provided in Table 3.

The PSF obtained from A. cochlicarpa offered marked and significant reduction in
pain induced by formalin as compared to control in both the early and late phases (p <
0,05). The reference drug, morphine (10 mg/kg, i.p.), suppressed both phases of the pain

stimulus (p < 0,05; Fig. 1).

Discussion and conclusion

The present study was conducted to assess the antinociceptive effect of the
purified fractions saponins of EEAc, a medicinal claimed in Brazilian folk medicine for its
analgesic and anti-inflammatory properties. It was demonstrated on chemical nociception
in the test models of acetic acid-induced writhing, formalin-induced paw licking and on
thermal nociception in hot plate test. These methods were selected such that both
centrally and peripherally mediated effects were investigated. The acetic acid-induced
abdominal constriction is believed to show the involvement of peripheral mechanisms,

whereas the hot plate test is believed to show that of central mechanisms (Abbott and
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Melzack, 1986).The formalin test is used to investigate both peripheral and central
mechanisms (Tjolsen et al., 1992).

PFS showed marked antinociceptive activity in various pain models including
visceral pain model, formalin test, hot plate test and tail flick test. Results of the present
study demonstrated that the PFS possessed antinociceptive activity evident in all the
nociceptive models, which suggestive of the presence of both central and peripherally
mediated activities. The acetic-induced contorcion has been used as screening tool for
the assessment of analgesic or antiinflamatory agents (Coolier et al., 1968).

Algesic effects os acetic acid are due the liberation of several mediators such as
histamine, serotonin, bradykinin, cytokines, substance P and eicosanoids with an
increase in peritoneal fluid levels of these mediators (Deraedt et al., 1980; Ikeda et al.,
2001; Tsung-chun et al., 2007). These mediators are able to increase vascular
permeability, reduce the threshold of the nociception and stimulate the nervous terminal
of nociceptive fibres (Martinez et al.,, 1999). Hyperalgesia induced by the injection of
acetic acid is characterized by contraction of the abdominal muscle accompanied by
extension of the forelimbs and body alongation. These peripheral nociceptive fibers are
sensitive to both narcotics analgesic (morphine and non-steroid anti-inflammatory drugs
(Wibool et al., 2008).

It has been widely reported that formalin-induced persistent pain in mice paws
involves two distinct phases: neurogenic, corresponding to the first phase (0-5 min),
followed by inflammatory, accompanied by the release of inflammatory mediators and
designated as second phase (15-30 min) (Hunskaar et al., 1985; Murray et al., 1988). In
rats, the spontaneous nocieptive responses are tipically characterized by lifting, bit/licking
and flinching of hind paw after injection of formalin into either the dorsal or plantar surface

of the paw (Nisar et al., 2008). Centrally acting drugs such opioids inhibit both phases
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equally but peripherally acting drugs inhibits only the late phase. The antinociceptive
activity of the saponins fractions was also manifested in the formalin test showing
inhibition during both phases. This is of interest considering that both phases are
sensitive to centrally acting drugs such as opioids (Shibata et al., 1989). To confirm the
participation of central system in the antinociceptive activity of FS hot plate test and tail
flaick test was employed.

In the present study we demonstrated that PSF of EEAc prolonged the latency in
both thermal tests of nociception. The tail-immersion and hot-plate tests have been widely
used as experimental models to measure nociception, especially for the screening of
analgesic drugs (Dewey et al., 1969). Tail-immersion is considered to be a spinal reflex,
but the mechanism of response could also involve higher neural structures (Jensen and
Yaksh, 1986). The hot-plate test produces, at constant temperature, two kinds of
behavioural response, which are paw licking and jumping. Both of these are considered to
be supraspinally integrated responses (Chapman et al., 1985). It is therefore, selective for
centrally acting anageic grugs, like morphine, while peripheral antinociceptive agents are
found to be inactive on thermal stimulus (Yu-Feng et al., 2008).

The antinociceptive of saponins is well documented in literature (Dilipkumar et al.,
2005; Kumar, Nemmani, 2002; Farouk et al., 2008), therefore, the saponins of A.
cochliocarpa could be the antinociceptive constituintes. Further fractionation and analysis
of the fraction tested here will produce more purified proteins that will be tested in order to
isolate the active molecule.

In conclusion, the present study demonstrated that the purified fractions saponins
of EEAc possess significant antinociceptive effects in laboratory animals at the doses
investigated and thus substantiated the traditional claim of the plant in the treatment of

painful conditions. For further clarification of the mechanism and involvement of specific
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components in the present study, bioassay directed isolation of pharmacologically active

molecules of the plant is needed.
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Table 1.Effect of purified saponin fraction of A. cochliocarpa on mice assessed by the hot

plate test.
Material Dose
(mg/kg)
Basal 30
Control 6.5+0.5 5.8+0.75
PSF 51,5 6,5+0.75 | 6,5+0.5*
Morphine 10 6.5+£0,5 6.8+£0.7*

Results are expressed as the mean £ S.D in seconds (n = 06).

test): **p < 0.05,***p < 0.001 compared to the control group.

Latency time

60 90 120
6.1+0.7 6.0+0.6 6.1+0.40
14,3+0.8*** 17,3+0.4*** 19+0.41***

16.50+0.54*** | 17.67+0.51*** 18.5+0.54***

(one-way ANOVA followed by Newman—Keuls

Table 2. Effect of purified saponin fraction of A. cochliocarpa on mice assessed by the tail

immersion test.

Material E)n?gslekg) Latency time
Basal 30 60 90 120
Control 6.5£0.54 6.5+0.54 6.5+0.54 6.5+0.54 6.4+1.5
PSF 51.5 6.6£0.51 | 10.0£0.8*** | 13.5+0.50*** | 17.5£1.0*** | 19.3+0.52***
Morphine 10 6.5+0.54 13+0.51*** 16.6+0.8*** 17.5+£0.5*** | 20.5+0.54***

Results are expressed as the mean = S.D in seconds (n = 06).

test): **p < 0.05,***p < 0.001 compared to the control group.

(one-way ANOVA followed by Newman—Keuls
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Table 3. Effect of purified saponin fraction of A. cochliocarpa evaluated using acetic
acid-induced writhing in mice

Treatment (mg/kg,i.p.) Writhing (mean £ S.D)
Saline (control) 55.3+8.6
PSF (51.5) 1.542.3%**
Morphine (10) 3.7+£0.4%**

n=6. ***p<0.05 compared to saline group values. PSF: purified saponin fraction
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Figure 1- Effects purified saponin fraction obtained from Abarema cochliocarpa on the licking induced by

formalin in mice. Results are expressed as the mean £ S.D in seconds (n = 06). (One-way ANOVA followed
by Newman-Keuls test *** p < 0,05 compared to the control group.
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Abstract

Abarema cochliacarpa is a medicinal specie often used in Brazilfor the treatment of
several diseases including inflammations and cancer. To evaluate the antitumor activities
of the fractions obtained from ethanoholic extract stem barks of A.cochliacarpa (EEAC) in
an attempt to determine whether the medicinal uses are supported by pharmacological
effects. The antitumor effect was evaluated in an in vivo experimental study, using the
following tumors: Sarcoma-180 and Ehrlich ascite carcinoma. After treatment of seven
days, the animals were sacrificed and the tumoral mass, as well as liver, spleen, lung and
kidneys were dissected and fixed for histophatological analysis. There were statistically
significant decreases (p < 0.05) of inhibited the growth of sarcoma-180 and Ehrlich ascite
carcinoma tumors in mice in at the dose of 5,2 mg/kg (i.p.) of the ethanolic extract of A.
cochliocarpa. In the histological evaluation of the organs variation between the groups

was evidenced, emphasizing the presence of interstitial pulmonary involvement of the
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treated animals with saponin fraction. All the animals treated with the extract presented
solid tumors and discrete vascularization. The results suggest that fractions
leucoanthocyanidin and protoanthocyanidin obtained from the ethanolic extract of
Abarema cochliacarpa possesses antitumor activities, supporting the folk use of this

medicinal specie.

Keywords: Antitumor activity; Sarcoma-180; Ehrlich ascite carcinoma; Abarema

cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes; Leguminosae.

1. Introduction

Brazil is a rich source of medicinal plants and a number of plant extracts are used
against diseases in folk medicine, but only a few of these have been scientifically
investigated. Plant-derived natural products such as flavonoids, terpenes, alkaloids, and
so on have received considerable attention in recent years due to their diverse
pharmacological properties, including and cancer chemopreventive effects (Roja and
Heble, 1994; Di Carlo et al., 1999).

The Abarema cochliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes (Leguminosae) is a native
species from Brazilian and distributed in America. It is commonly known as “barbatiméao”
and its use is frequent in folk medicine against inflammations, wound-healing, as
analgesic, antiinflammatory, antiseptic and to treat leucorrhea, among other uses (Silva,
2006; Agra et al., 2008).

Previous pharmacological studies showed that A. cochliocarpa possesses anti-
ulcerogenic (Silva, 2003), antinociceptive (Silva, 2009) and antimicrobial properties
(Araujo et al., 2002; Santos et al., 2007). The bark of this specie contain tannins,

triterpenoids, cathechins, saponins, phenols and anthraquinones (Mendonca, 2000; Silva,
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2009). These phytocompounds possess chemotherapy effects (Hirose et al., 1995,
Taraphdar et al., 2001, Akayo et al., 2003 and Wang et al., 2003).

In Brazil, especially in the Northeast Region, the use of this medicinal specie is a
practice widely employed, mainly in the form of crude extracts and infusions, to the
treatment of several diseases including cancer (Oliveira, Lima, Souza, 2007). However,
there were no pharmacological evidences that support the use of this medicinal specie
yet. Therefore, it is necessary to investigate the antitumor activities of purified fractions of
A. cochliocarpa in order to determine whether the medicinal uses are supported by

pharmacological effects.

2. Materials and methods
2.1 Plant material

Stems bark of A. cochliocarpa were collected in the Greenhouse of the Laboratory
of Pharmaceutical Technology of the Federal University of Paraiba, Paraiba, Brazil,
during the month of January, 2006 and were identified by Dra. Rita de Cassia A. Pereira
(IPA-PE). The voucher specimen were deposited in the herbarium Prof. Lauro Pires
Xavier under number 61336 of Botanical Department of the Federal University of Paraiba.

2.2 Obtations of the extract and fractions

The air dried powdered stem barks (3 kg) were extracted with 70% ethyl alcohol (3
x 3000 mL) and the pooled extract was concentrated under vacuum below 50 °C to give
560 g of gummy material. 50 g of this residue was chromatographed on a silica gel
column (2000 g Kieselgel Merck 0,05-02 mm). Eluition with dichloromethane-methanol
(9:1) gave fractions containing two saponins (withe colour with water on TLC and brown

colour with vanillin-H,SO,4). These fractions were combined, and concentred in vacuo
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leaving 3,2 g residue. The fractions eluted with dichloromethane-methanol (9:3) provided
3,8 g a mixture of two leucoantocianidinas (TLC vanillin-HCI, red colour with vanillin- HCI).
Finally, fractions eluted with the mixture (9:5) showed essentially contain 3,6 ¢

proatocianidina condensed (TLC vanillin-HCI, red colour with vanillin- HCI).

2.2. Animals

Swiss albino female mice (Mus musculus; weight 25 + 10 g) were obtained from
the animal house of the Department of Antibiotics of the Federal University of
Pernambuco, Brazil. All the animals were maintained under standard condition, with
temperature at 25+ 2 °C, 12 h dark-light cycle and relative humidity. The animals
received food and water ad libitum. The experiments were carried out in accordance with
the ethical principles of The Brazilian College of Animal Experiments and the National
Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. This study was
approved by the Committee of Experimental Animal of the Federal University of

Pernambuco (041544/2006-47).

2.3. Antitumoral activities

2.4.1. Tumor cells
Sarcoma-180 ascite and Ehrlich ascite carcinoma were maintained in vivo in mice
by transplantation of 0,2 mL of ascites (1 x 10’ cell) from the infected mice to the non-

infected mice.
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2.4.2. Sarcoma-180

The sarcoma-180 ascites (S-180) tumor cell (1 x 10’ cell/mouse) were
subcutaneously implanted into the inguinal region of the mice in accordance with Sugiura
et al., (1955), with some modifications. The mice were divided into six groups, with five
mice per group. The group of negative control received saline solution at 0,9% (i.p.). The
positive control group received 10 mg/kg of the Metrotexat (i.p.) (Sigma Chemical, Co.,
USA). The groups Ill, IV and V received 5,2mg/kg (i.p.) of the saponins,

leucoanthocyanidin and protoanthocyanidin fractions, respectively.

2.4.3. Ehrlich ascite carcinoma

Similarly, Ehrlich ascite carcinoma cells (EACs) (1 x 10’ cel/mouse) were
implanted in the inguinal region of the mice, as previously reported by Sugiura et al.,
(1955), with modifications. The animals were divided into five groups (six animals in each
group). The group corresponding to the negative control received saline solution (0,9%,
i.p.). The positive control group received 10 mg/kg of the Metrotexat (i.p.) (Sigma, USA).
Mice of groups Ill, IV and V received 5,2 mg/kg (i.p.) of the saponins, leucoanthocyanidin

and protoanthocyanidin fractions, respectively.

2.4.4. Treatment

The animals were treated with the fractions obtained from EEAc and Metrotexat
during seven days. On the eighth day, the mice were weighed, euthanized and the tumors
were removed, as well as liver, spleen, heart and kidneys were dissected and fixed for
histophatological analysis. The inhibition of tumor growth was calculated by percentage of

reduction of the tumors when compared with the control group.
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2.4.5 Histologic analysis
The wound tissues were fixed with 10% formalin, embedded in paraffin, and
sectioned. Sections of 5 uym thickness were stained using hematoxylin-eosin (HE). In

microscopy (MOTIC BA200) was evaluated.

2.5. Statistical analysis
The values are expressed in mean £ S.D. Data were statistically evaluated using
one-way analysis of variance (ANOVA). The values were considered significant when

p < 0.05.

Results

Sarcoma-180

The results showed a significant inhibition on the growth of S-180 tumor in mice
treated with the fractions tannins obtained from A.cochliocarpa. As shown in Fig.1 the
fraction of proantocyanidin of EE of A.cochliocarpa, significantly reduced (p <.05) the
growth of S-180 tumor with percentage of inhibition of 76%, while the fractions of Saponin
and Leucoanthocyanidin of the EE of A. cochliocarpa reduced, 11% and 59%,
respectively. In the groups treated with 10 mg/kg of the Metrotexat, it was observed a
reduction of 89% of tumoral growth. There were no significant differences in body weight

before and after of the treatments (date not showed).
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Graf. 1 Percentage (%) of inhibition of growth of Sarcoma-180 ascite tumor in mice treated with fractions
obtained from A.cochliocarpa (n =6, per groups). Doses of 2,5 mg/kg of Metrotexat and 5,2 mg/kg of the
fractions of A .cochliocarpa were intraperitoneally administrated. Data are expressed as the mean £+ S.D.

*p < 0,05 ** p< 0,01 was considered statistically significant.

The histological data revealed the presence of inflammatory cells in kidneys from
animals treated with methotrexate and fraction obtained from EEAc, as well as
visualization of renal vessels congested. Changes were observed as peribronchiolar
lymphocytic infiltration, thickening of the septum with reduction of the lights of some
alveoli and vascular congestion when compared to the descriptions for the control group.
The reactions were more intense in the group treated with saponin (Figure 2A) compared
with groups treated with fractions leucoanthocyanidine and proanthocyanidine (Figura 2B
e 2C). The structural characteristics of sarcoma 180 in control and treated groups did not

differ and showed infiltrated with adipose tissue and skeletal muscle.
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Figure 1- Photomicrographs of lungs in the groups treated with fractions of A. cochliocarpa. Notice of
interstitial pulmonary involvement with thickening of the septum and reduction of the lights of some alveoli in
the group treated with saponin (A) and the group treated with protoanthocianidin (B) H.E: 10x. (C)
Interalveolar septal thickening and reduction in light of some alveoli in the group treated with
leucoanthocianidin HE.: 40x

Ehrlich ascite carcinoma

There was a significant inhibition on the growth of EAC tumor in mice. The group
treated with fractions proanthocyanidin obtained from A. cochliocarpa showed a
significant reduction (p < .05) of EAC tumoral growth, with inhibition percentage of 83%
(Fig.2). Doses of 5,2 mg/kg fractions of Saponin and Leucoanthocyanidin of EEAc
reduced 16% and 67%, respectively. Groups treated with 10 mg/kg of the Metrotexat
showed a reduction of almost 92% of tumoral growth. There were no significant

differences in body weight before and after of the treatments (date not showed).
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Graf. 3 Percentage (%) of inhibition of growth of Carcinoma de Ehrlich ascite tumor in mice treated with
fractions obtained from A.cochliocarpa (n = 6, per groups). Doses of 2,5 mg/kg of Metrotexat and 5,2 mg/kg
of the fractions of A .cochliocarpa were intraperitoneally administrated. Data are expressed as the
mean + S.D. *p < 0,05 ** p< 0,01 was considered statistically significant.
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Figure 2- Photomicrographs of livers and lungs in the groups treated with fractions of A. cochliocarpa.
Figures A and B note the presence the perivascular infiltrate (arrows) more intense in the group treated with
saponin compared with the group treated with tannin. (C) Interstitial pulmonary involvement with thickening
of the septum and reduction of the lights of some alveoli in the group treated with saponin (C) H.E: 40x.

The animals treated with fractions obtained from showed interstitial pulmonary
involvement, as evidenced by a process of alveolitis limited possibly due to an allergic
mechanism Figure 2-C). Changes were observed as peribronchiolar lymphocytic
infiltration, thickening of the septum with reduction of the lights of some alveoli and
vascular congestion when compared to the descriptions for the control group. However,
the reactions were more intense in the group treated with saponin (Figures 2-A). The
structural characteristics of Ehrlich carcinoma in control and treated groups did not differ
and showed cells with different formats, infiltrated with adipose tissue and skeletal
muscle.

The liver of animals treated with at a fraction saponin showed the intense presence

of congested vessels (figure 2-B) and perivascular infiltrate

Discussion and conclusion

Drug discovery from medicinal plants has played an important role in the treatment

of cancer and, indeed, most new clinical applications of plant secondary metabolites and

their derivates over the last half century have been directed towards combating cancer
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(Butler, 2004). In this study, the anticancer activity of three fractions purified from A.

cochliocarpa extracts from Brazilian folk medicine was investigated.

Preliminaries analysis was performed by the phytochemical group and was
revealed that crude and methanolic extracts of A. cochliacarpa gave positive results for
saponins, catechins, tannins, phenols and anthraquinones (Silva et al.,, 2009).
Phytochemical analysis of the butanolic fraction identified a high content polyphenols. The
tannins are of condensed subgroup, proanthocyanidins, and the major constituents were
catechins and the minor were dimers and trimers. The NMR characterization shows the
major constituent was (+)-catechins (Silva et al., 2010).

Data from this study indicates that fractions tannins have an important
anticarcinogenic effect (p<0,05) against sarcoma 180 and Carcinoma de Ehrlich tumors,
showing better activity when compared with the saponin fractions and
leucoanthocyianidins.

Tannins are polyphenol compounds that exist widely in plants. Non-specific
precipitation of protein is the common characteristic of tannins. Condensed tannins are
structurally more complex, and more widely spread among the plants than hydrolyzable
tannins. They are mainly the oligomers and polymers of flavan-3-ols (catechins), also
known as proanthocyanidins (Harborne, 1998, Xiao et al., 2000, Schofield et al., 2001).
Some authors considered that the polymerized products of flavan-3,4-diols also belong to
the category of condensed tannins, also called leucoanthocyanidins (Chung et al., 1998).

These phenolic phytochemicals have recently aroused considerable interest
because of their broad pharmacological activity. Tannins have been shown to have
antiviral (Nakashima et al., 1992), antibacterial (Chung et al., 1998), immunomodulatory
(Feldman et al., 1999; Wang et al., 2002), hepatoprotective (Bhattacharya et al., 2000; Lin

et al.,, 2001), antitumor (Gali-Muhtasib et al., 2001; Magiatis et al., 2001; Salem et al.,
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2002, Borrelli et al.,, 2004) activities as well as antioxidant capacity (Nakagawa and
Yokozawa, 2002). The latter renders these polyphenols particularly useful in the
prevention of human pathologies in which free radical production plays a key role, such
as atherosclerosis, ischemic injury, aging, neurodegenerative diseases (Parkinson and
Alzheimer), inflammation and cancer (Halliwell, 1994).

Flavonoids are phenolic compounds that show a basic C6—-C3-C6 skeleton: two
benzene rings linked by a three carbon chain. Many different groups of flavonoids have
been described according to their chemical composition, and over four thousand
flavonoids have been identified and characterized in nature (Shirley, 1996; Heim et al.,
2002). Flavonoids are of great interest for human health due to their antiinflammatory
(Subarnas and Wagner, 2000), antiplatelet (Lou et al., 1992), antiviral (Formica and
Regelson, 1995) and antitumoral (Duthie et al., 2000) activities.

Different in vitro studies have showed that polyphenols including catechins are
able to inhibit COX-2 expression. It has been demonstrated how theaflavin monogallate
from black tea suppressed COX-2 in human colon cancer cells (Lu et al., 2000). Studies
from de Gerhauser et al. (2003) and Hong et al. (2001) have revealed that catechins have
COX-1/COX-2 inhibitory activity in different human and mouse cell lines of colon tumor
tissues.

Saponins are known to form pores in biological and artificial membranes
(Dourmashkin et al. 1962, Bangham et al., 1962, Li et al., 2005). Due to its ability is
frequently used as a classical permeabilizant agent and possess many biological
activities such as hemolytic, antiviral, fungicidal, antimicrobial, cytotoxic, proapoptotic,
neuroprotective, anti-platelet aggregation, antiinflammatory and antitumoral (Chwalek et

al., 2006, Huang et al., 2007; Son et al., 2007; Sparg et al., 2004). Recently, a number of
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studies have demonstrated the cytotoxic and anti-tumor activity in tumor cells (Setzer and
Setzer, 2003; Sparg et al., 2004, Wang et al., 2009).

A saponin contained in P. racemosum and other legume seeds has shown
cytotoxic activity against cancer cell lines of ovaries (A2780) and lungs (M109) (Abdel-
Kader et al., 2001, Seo et al., 2002). Although in vitro studies with family Pithecellobium
demonstrate antitumor activity in different cell lines, this research found no inhibitory
effect in vivo of saponins front of carcinomatous and sarcomatous tumors. Although they
have been recorded yet secondary metabolites for the species A. cochliocarpa, data from
the literature for other taxons show the presence of predominantly oleonolic saponosides

and diterpenes (Khan; Clark; McChesney, 1997).

The results demonstrate that leucoanthocyanidin and protoanthocyanidin fractions
can play a significant effect in the inhibition of carcinogenic processes. Further studies
should be performed to elucidate and isolated the compounds responsible for these

activities.
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11 CONCLUSOES

De acordo com os valores da DL50 e CL50 apresentados, concluimos que o
vegetal estudado apresenta toxicidade moderada quando administrado por via

intraperitoneal,

Foi conferida atividade antimicrobiana significativa do extrato etandlico de A.
cochliocarpa nas concentracdes testadas frente a bactérias Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus salivares,

Streptococcus oralis e Lactobacillus casei;

A. cochliocarpa apresentou efeito antiaderente no teste de Concentragao Inibitéria
Minima de Aderéncia (CIMA) frente a bactérias Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus salivares, Streptococcus oralis e

Lactobacillus casei;

O extrato de A. cochliocarpa auxiliou o processo de cicatrizacdo das feridas

cutaneas através da reducao do processo inflamatério;

O extrato bruto etandlico da casca do caule de A. cochliocarpa Macbr,
administrado por via intraperitoneal apresentou efeito antiinflamatério satisfatorio

no modelo de edema de pata induzido por carragenina;

bY

Quanto a capacidade de inibir o desenvolvimento tumoral, verificou-se que o
extrato e suas fragbes purificadas de proantocianidinas e leucoantocianidinas

mostraram inibicdo tumoral em duas linhagens de tumores malignos.

A avaliacdo histolégica demonstrou que o tratamento com extrato de A.

cochliocarpa nédo promoveu alteracdes teciduais relevantes;
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Todos os ensaios utilizados para a avaliagdo da atividade analgésica central de A.
cochiliocarpa apresentaram o efeito analgésico, induzido pelo extrato,

estatisticamente significante, observado para os mesmos o resultado (p< 0,05).

O extrato etandlico das cascas de A. cochiliocarpa apresentou uma atividade
analgésica central, caracterizada pelo blogueio da acao analgésica pela naloxona,

semelhante as drogas morfinomiméticas.

A fracdo purificada de saponina do extrato etandlico de A. cochliocarpa produziu
efeito antinociceptivo em camundongos quando administradas por via
intraperitoneal sendo, provavelmente, o componente antinociceptivo presente

neste extrato.

Os resultados demonstraram que o extrato etandlico de A. cochliocarpa (Gomes)
Barneby & Grimes apresentou atividades significantes em estudos preé-clinicos,
ratificando cientificamente a utilizacdo desse vegetal com fins terapéuticos pela
populacao . Esta pesquisa viabiliza novas perspectivas para investigagcdes futuras
gue visem elucidar as substancias ativas deste extrato, bem como, o seu

mecanismo de acao.
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Tabela 1 — Sinais clinicos da toxicidade observada em camundongos albinos swiss
fémeas, tratados com diferentes doses do EE da A. cochliocarpa, por via oral.

Parametros Dose (mg/Kg)

2500 5000
Estimulantes
Agitacao +++ ++
Piloerecéo ++++++ ++++++
Movimentos estereotipados + +
Movimentos circulars + +
Movimentos de vibrissas + +
Tremores finos/grosseiros + +
Erecédo de calda + +
Excrecéo fecal + +
Reacdo de fulga + +++++
Diurese + -
Postura em garra +++++ +++
Refluxo ++++++ ++++++
Exoftalmia +++ ++
Agressao +++ -
Taquicardia + ++
Postura de ataque + +
Aumento da libido + +
Depressores
Prostracao - +
Sonoléncia - ++++++
Tendéncia ao agrupamento - ++++++
Outros
Espasmos + +
Palidez +++ ++++
Cianose +++++ -
Edema de fucinho +++++ -
Abaixamento posterior + +
Postura estatica + +
Petéquias ++++++ +++++
Escurecimento do olho +++ -
Fotossensibilidade ++ -
Tremores nas patas - +
Auto limpeza - +
Sibilo - +
Apnéia - +
Fotofobia - ++++++
Coceira - +
Coprofagia - +
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Tabela 2 — Efeitos relacionados as doses administradas na fase preliminar, por via
intraperitonenal, do extrato etandlico de A. cochliocarpa.

Parametros Doses (mg/Kg)

EFEITOS
100 150 160 400 | 414,72 | 480 | 600

(Dy) (D2)

Estimulantes

Taquicardia - ++ +++ +++ +++ +++ |+t
Taquipnéia - ++ +++ +++ +++ +++ | +++
Piloerecéo + + + + + + +
Agitacao - - + + ++ ++ ++
Exoftalmia - + + + + + +
Movimentos estereotipados - + + +++ ++ +++ | +++
Movimentos circulares - ++ ++ ++ +++ +++ |+t
Movimentos de vibrissas - + + + + + +
Ondulacéo caudal - - +++ - - - -
Erecao de cauda - + + + + + +
Tremores finos/ grosseiros - ++ ++ - +++ 4+ | 44+
Postura de ataque - - - ++ - + +
Levantamento dos - + + + + + +

membros inferiores
Convulséo focal - - - - - R -

Depressores
Abaixamento dos membros - - - + - + +
posteriores
Apnéia - - - + - + +
Alteragdo da marcha + + + + + + +
Sonoléncia - - - - - - -
Prostracao - - + - - - -
Outros
Excrecdo fecal + + ++ + + +++ -
Diurese + - - + - i, .
Contorgdes abdominais - ++ +++ | +++ +++ | |
Espasmos - ++ +++ +++ +++ +++ ++
Reacéo de fuga - + +++ +++ +++ ++ +++
Palidez - + + + + + ++
Distensao abdominal - + + + + ++ ++
Petéquias - - + + + + +
Edema de fucinho - - + + + + +
Cianose - - + - + ++ ++
Fotofobia - - + + + + +
Refluxo - - - - + . .
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Tabela3 — Efeitos relacionados as doses administradas na fase definitiva, por via

intraperitonenal, do extrato etandlico de A. cochliocarpa.

Parametros Doses (mg/Kg)
EFEITOS
100 | 150 160 400 | 414,72 | 480 | 600
(D) (D2)
Estimulantes
Taquicardia +++ |+ +++ +++ +++ +++ |+
Taquipnéia +++ |+ +++ +++ +++ +++ | +++
Piloerecéo + + ++ + + ++ +
Agitacao + - - + ++ + +
Exoftalmia + + + + + + +
Movimentos estereotipados + + ++ +++ + ++ ++
Movimentos circulares ++ + ++ +++ ++ ++ ++
Movimentos de vibrissas + + + + + + +
Ondulacéo caudal ++ + - + - _ )
Erecéo de cauda + + + + + + +
Tremores finos/ grosseiros ++ ++ +++ ++ +++ ++ +++
Postura de ataque + - - + + + +
Levantamento dos - + + + + + +
membros inferiores
Convulsao focal - - + + + - -
Depressores
Abaixamento dos membros + + + - - - -
posteriores
Apnéia + + + + + ++ ++
Alteragdo da marcha + + + + + + +
Sonoléncia - - - - - - -
Prostracao + + + - - - -
Outros
Excrecdo fecal + + + + + + +
Diurese - - - + + + +
Contorc¢des abdominais +++ | +++ +++ +++ +++ +++ | 4+
Espasmos +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Reacéo de fuga +++ |+t +++ | +++ +++ | |
Palidez + + + + + + +
Distensao abdominal + + + + + + +
Petéquias - - - + + N +
Edema de fucinho + + + + + + +
Cianose + + + + + + +
Fotofobia + + + + + + +
Refluxo + - - - - - -
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Figure 1 - Photomicrographs of microscopic evaluation of cutaneous wound with 3, 7 and 14 days
respectively. Masson’ trichrome: 100x magnifications (all images). A, B and C represented the control group
(G1). D, E and F, the group treated with Dexpantenol (G2). G, H and I, the G3 treated with the cream of the
ethanolic extract of A. cochliocarpa in the dose of 51, 5 mg/kg. J, K and L, the G4 treated with the cream of
the ethanolic extract of A. cochliocarpa in the dose of 103 mg/kg. Each group of animals (n = 6 rats).
Asterisks represented normal tissue and long arrow the area of skin injury
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Figura 2 - Fotomicrografias de orgaos (figado, pulmao e rins) e Carcinoma de Ehrlich de camundongos
albinos Swiss (CONTROLES). A) Figado com veia centrolobular (v) ao redor hepatdcitos e capilares
sinusoides preservados, B) Pulméo: intersticio pulmonar aerado com presenca de septos interalveolares
(setas), alvéolos integros (a), bronquiolo pérvio ao ar (b) e saco alveolar (s). C) Rim com glomérulos renais
(asteriscos) e espacos urindrios (setas finas) sem quaisquer alteragées, D) Tumor com células de
formatos variados e infiltracBes: muscular (m) e gordurosa (g). H.E.: 400X.
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Figura 3 - Fotomicrografias de 6rgéos (figado, pulméo e rins) e Carcinoma de Ehrlich de camundongos
albinos Swiss tratados com EEAc (dose= 25,75 mg/Kg). A) Figado com veia centrolobular (v) ao redor
hepatocitos e capilares sinusdides preservados, B) Pulm&o: notar comprometimento do intersticio
pulmonar com espessamento dos septos interalveolares (setas) e reducédo das luzes de alguns alvéolos
(a); presenca de bronquiolos com infiltrado linfocitario ao redor (b) e saco alveolar (s). C) Rim com
glomérulos renais (asteriscos) e espacos urinarios (setas finas) sem quaisquer altera¢des, D) Tumor com
evidentes infiltragées: muscular (m) e gordurosa (g). H.E.: 400X.
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Figura 4 - Fotomicrografias de orgaos (figado, pulmao e rins) e Carcinoma de Ehrlich de camundongos
albinos Swiss tratados com EEAc (dose= 103 mg/Kg). A) Figado com veia centrolobular (v) ao redor
hepatdcitos e capilares sinusdides preservados, B) Pulméo: comprometimento do intersticio pulmonar
especialmente devido ao espessamento dos septos interalveolares (setas) com reducdo das luzes de
alguns alvéolos (a) e presenca de bronquiolos com infiltrado linfocitario ao redor (b) e saco alveolar (s). C)
Rim com glomérulos renais (asteriscos) e espacos urinarios (setas finas) sem quaisquer alteracfes, D)
Tumor com marcante infiltragdo muscular (m) e moderada infiltragdo gordurosa (g). H.E.: 400X.
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Figura 5. Aspectos histologicos do rim e coracdo dos animais implantados com Sarcoma 180 e
tratados com Metotrexato (10 mg/kg), coloragdo H.E. (M.O.). Em A e B, visualizac¢éo de infiltrado
inflamatério (setas largas). Em C, presenca de vascularizagcdo congesta no rim (seta branca). Em
D, visualizacéo de infiltrado inflamatério no pericardio (seta fina). A, B e C aumento de 400x, D
aumento de 100x.
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Figura 6. Aspecto histolégico do Sarcoma 180 nos animais tratados com Metotrexato (10
mg/kg), coloracdo H.E (M.O.). Em A, observa-se a presenga de extensa necrose (ponta da
seta). Em B, presenca de fibrose (seta dupla). C, D e E demonstram infiltracdo de tecido
muscular estriado esquelético (setas). Em F, infiltracdo adipocitaria (setas largas). A, B e C,

aumentos de 100x, D, E e F, aumentos de 400x.
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Figura 7. Aspecto histopatolégico do bago dos animais implantados com Sarcoma 180 e

tratados com Metotrexato (10 mg/kg). Coloracéo H.E. (M.O.), aumentos de 100x (B), 200x (A)
e 400x (C, D, E e F). Em A e B, infiltracdo de células neoplasicas (setas). Em C, D e F
visualiza-se células atipicas multinucleadas. A figura E demonstra a presenca de um vacuolo

(seta larga).



235

Figura 5. Aspecto histolégico do figado de animais implantados com Sarcoma 180 e tratados
com extrato de A. cochliocarpa (103 mg/kg). As figuras A e B demonstram a presenca de
vasos congestos (setas). Em C e D observa-se o aparecimento esteatose (ponta das setas).
Em E visualiza-se o infiltrado perivascular (seta larga). Em F, observa-se a presen¢a de uma
célula atipica (seta branca). Coloracéo H.E. (M.O.). A, aumento de 100x; B e C, aumentos de
200x; D, E e F, aumentos de 400x.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Oficio n® 76/06 Recife, 27 de dezembro de 2006

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Ivone Antonia de Souza

Departamento de Antibiéticos — UFPE

Processo n® 041544/2006-47

Os membros da Comissao de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V.
Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Phithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr: Da Teoria Medicinal A Investigagio
Toxicol6gica e Utilizagdo Terapéutica”.

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

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

) .&. L’uu, ém AU
-‘TO?S! lene Carneiro do Nascimento

Presidente CEEA

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver

\N
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Sistemas cromatograficos e reveladores utilizados para a prospeccéo fitoquimicos de
Abarema cochiliocarpa (Gomes) Barneby & Grimes.

METABOLITOS | FASE MOVEL | REVELADOR REFERENCIA

Alcalbides A-A-A-A Dragendorff Wagner, 1996.
Cumarinas T-E-A UV-KOH 5% Wagner, 1996.
Derivados Cinamicos A-A-A-A UV-NEU Wagner, 1996.
Fenilpropanoglicosideo A-A-A-A UV-NEU Wagner, 1996.
Flavonoides A-A-A-A UV-NEU Wagner, 1996.

Proantocianidina A-A-A-A Vanilina Cloridrica | Robertson, 1955.

Taninos Hidrolisaveis T-E-A UV-NEU Xavier, 2001.
Terpenos menores T-A (3%) Vanilina Sulfurica Wagner, 1996.
Terpenos maiores T-A (10%) Lierbermann Sharma, 1991.
Iridoides A-A-A-A Vanilina Sulfarica Harbone, 1998.
Saponosidos A-A-A-A Anisaldeido Wagner, 1996.
Acucares redutores A-B-T TTZ Walenfels, 1950.

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



