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RESUMO

Astronium fraxinifolium Schott., conhecido popularmente como “Gongalo Alves”, ¢ uma
espécie vegetal caracteristica de regides tropicais e tem sua distribuicdo no Cerrado
Brasileiro, possui o caule e as folhas ricos em substincias tanicas. Relatos populares
indicam a utilizacdo de A. fraxinifolium no tratamento de diarreias, disenterias, como
antisséptico, antimicrobiano, anti-hemorrdgico, cicatrizante, anti-inflamatério e
antiulcerogénico. Devido o uso popular e a insuficiéncia de dados na literatura, este
trabalho teve por objetivo avaliar as potenciais atividades farmacoldgicas desta espécie em
modelos experimentais in vitro (atividade antiproliferativa em cultura de células) e in vivo
(toxicidade aguda, modelos de nocicepcdo, inflamagdo e tumor sélido murino). Caules e
folhas obtidos das coletas foram secos e triturados, o p6 obtido foi utilizado para obtengdo
dos extratos por maceracdo mecanica e sistema Soxhlet. Estes foram avaliados conforme
seu rendimento e demonstraram a presenca de taninos hidrolisdveis, como compostos
majoritarios, e flavonoides. No teste realizado em cultura de células tumorais e ndo
tumorais de diferentes origens os extratos apresentaram, em sua maioria, uma acao
citostdtica na maior concentracdo testada (250 pg/mL). Por outro lado, nos testes
relacionados com atividade antinociceptiva, o extrato bruto das folhas demonstrou
atividade nas doses de 100 e 200 mg/kg no modelo da formalina em ambas as fases. Nos
modelos inflamatdrios (dlcera induzida por indometacina, edema de pata induzido por
carragenina e edema de orelha induzido por 6leo de créton), as doses de 100 e 200 mg/kg,
no modelo de edema de pata induzido por carragenina, e as doses de 150 e 300 mg/kg, no
modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton, demonstraram atividade anti-
inflamatéria. Considerando que aproximadamente 25% dos tumores estao relacionados com
inflamagdes cronicas, o extrato das folhas de A. fraxinifolium foi avaliado no modelo
experimental do tumor sélido de Ehrlich, demonstrando inibi¢do do crescimento tumoral na
dose de 100 mg/kg. Sendo assim, os resultados experimentais sugerem que o extrato bruto
de A. fraxinifolium possui atividade anti-inflamatdria, corroborando sua utiliza¢do popular,
além de promover inibi¢do do crescimento tumoral, indicando que os componentes do
extrato podem atuar em outros processos além do inflamatério. Porém, outros estudos
necessitam ser realizados para identificar a classe de compostos que promoveram as
atividades farmacoldgicas da espécie.
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ABSTRACT

Astronium fraxinifolium Schott., popularly known as "Gongalo Alves", is a species
characteristic of tropical regions with their distribution in the Brazilian Cerrado, has stems
and leaves rich in tannic substances. Reported the use of folk medicinal indicate A.
fraxinifolium in the treatment of diarrhea, dysentery, antiseptic, antimicrobial,
antihemorrhagic, wound healing, anti-inflammatory and antiulcerogenic. Due to popular
use and insufficient data in the literature, this study aimed to evaluate potential
pharmacological activities of this species in vitro experimental models (antiproliferative
activity in cell culture) and in vivo (acute toxicity, models of nociception, inflammation and
tumor solid murine) The plant material (stems and leaves) was obtained from dried and
crushed, the powder obtained was used to obtain the extracts, mechanical maceration and
Soxhlet system. These were evaluated according to their yield and showed the presence of
hydrolysable tannins, as main compounds, and flavonoids. Testing conducted on cultured
tumor and non-tumor cells of different origins, the extracts showed mostly a cytostatic
action at the highest concentration tested (250 pg/mL). Moreover, tests related
antinociceptive activity of crude extract of the leaves showed activity at doses of 100 and
200 mg/kg in the formalin model in both phases. In inflammatory models (indomethacin-
induced ulcer, paw edema induced by carrageenan and ear edema induced by croton oil),
doses of 100 and 200 mg/kg in paw edema induced by carrageenan model, and the doses of
150 and 300 mg/kg, in the ear edema induced by croton oil model, demonstrated anti-
inflammatory activity. Considering that approximately 25% of tumors are associated with
chronic inflammation, the extract of A. fraxinifolium was evaluated in the experimental
model of Ehrlich solid tumor, demonstrating inhibition of tumor growth at a dose of 100
mg/kg. Thus, experimental results suggest that crude extract of A. fraxinifolium has anti-
inflammatory activity, confirming its popular use, and it promoted tumor growth inhibition
indicating that extract compounds can act in addition to other inflammatory processes.
However, other studies should be performed to identify the class of compounds that
promoted the pharmacological activity of the species.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O cancer é um processo resultante de alteracdes celulares, especialmente mutacoes,
que causam danos sobre o mecanismo de controle da proliferacdo, da diferenciacido e da
morte celular, podendo afetar cerca de 200 tipos diferentes de células (Mesquita et al.,
2009). O termo cancer € utilizado para discriminar um conjunto de mais de 100 tipos de
doencas que possuem em comum a divisdo e o crescimento desordenado das células, com a
capacidade de invadir outros tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes, por meio da migracao
celular pelos vasos sanguineos e linfaticos (INCA, 2014; NCI-EUA, 2014). A réipida
divisdo dessas células tende a torna-las agressivas e incontroldveis, determinando
formacdes de tumores ou neoplasias malignas. Por outro lado, os tumores benignos podem
ser definidos como uma massa de células que se dividem vagarosamente e se assemelham
ao tecido original (INCA, 2014).

Nos paises desenvolvidos, o cancer é o segundo em nimero de mortes anuais,
ficando atrds apenas para as patologias cardiovasculares. De acordo com a Organizacao
Mundial da Saide (OMS), a cada ano surgem cerca de 10 milhdes de novos casos com seis
milhdes de 6bitos em todo o mundo. Assim, a OMS estima que para o ano de 2030 serdo 22
milhdes de novos casos de cancer com 17 milhdes de mortes. No Brasil, a estimativa € de
580 mil novos casos para o ano de 2014, sendo o cancer de prdstata o mais incidente nos
homens e nas mulheres o de mama, excetuando-se o cancer de pele do tipo nio melanoma
(INCA, 2014).

As causas do cancer podem ser relacionadas as alteracdes nas células sométicas por
meio de fatores externos, hdbito de vida e meio ambiente; ou internos, que na maioria das

vezes, sdo pré-determinados geneticamente. Evidentemente, a interacdo de todos esses
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fatores pode potencializar a probabilidade das células normais sofrerem alteracdes
malignas. Sendo assim, dentre as causas ambientais que mais contribuem para o
desenvolvimento desta patologia estdo o tabagismo, a exposicdo excessiva ao sol, o
alcoolismo e o tipo de alimentacdao (INCA, 2014). Além disso, o aumento da expectativa de
vida contribui para uma maior incidéncia de cincer, uma vez que as células sdo expostas
por mais tempo aos agentes carcinogénicos € o decréscimo na eficiéncia dos mecanismos
de reparo celular resultam em um acimulo de mutagdes (Montesano e Hall, 2001).

Sendo assim, as células cancerosas sdo caracterizadas por ignorar os sinais externos
e internos responsdveis pela regulacdo da proliferacdo celular e por evitar os processos de
apoptose e diferenciagdo celular. Sdo geralmente instdveis e deficientes no mecanismo de
reparo de danos na molécula de DNA e no de correcdo de erros da replicacdo, resultando
em um acimulo de mutacdes no material genético (Ban e Kai, 2009). Além disso, sdo
invasivas e capazes de sobreviver e proliferar em novos ambientes, produzindo metéstases
e angiogénese autossustentada (Terzian et al., 2007; Alberts et al., 2010).

No que diz respeito a sua etiologia, o cancer € um processo complexo onde células
normais adquirem progressivamente um fendtipo neopldsico através de um processo
denominado carcinogénese. Este é um processo multi-etapas, onde as células adquirem as
caracteristicas que favorecem o desenvolvimento tumoral e, consequentemente, podem
atingir a malignidade (Hanahan e Weinberg, 2011). Essas caracteristicas que conferem
vantagens para o desenvolvimento e manutencdo tumoral ficaram conhecidas como as
caracteristicas (hallmarks) do cancer. Dentre elas estdo: a proliferacdo autossustentdvel,
evasdo de sinais supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, replicacio

ilimitada, inducdo de angiog€nese, ativacdo de invasdo e metdstase, reprogramacgao do



metabolismo energético, instabilidade gendmica, evasdo da destruicao pelo sistema imune e

inflamacao associada ao tumor (Hanahan e Weinberg, 2011) (Figura 1).

Figura 1. Caracteristicas adquiridas pelas células tumorais.
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Caracteristicas adquiridas pelas células tumorais durante o processo de carcinogénese que facilitam a
progressdo tumoral. Adaptado de Hanahan, D. e Weinberg, R. A. Hallmarks of cancer: the next generation.

Cell, 144: 646-74, 2011.

Além dessas caracteristicas, outras duas podem ser consideradas caracteristicas
emergentes: reprogramacdo do metabolismo celular e evasdo da destruicdo pelo sistema
imune. Outras duas podem ser classificadas como processos pro-tumorais: instabilidade
genOmica (que gera a diversidade genética que acelera a aquisicio das demais
caracteristicas) e a inflamacao associada ao tumor (que favorece e supre as caracteristicas

adquiridas). (Hanahan e Weinberg, 2011) (Figura 2).



Figura 2. Novas caracteristicas que favorecem a carcinogénese.
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Novas caracteristicas, emergentes e pro-tumorais, que favorecem células normais a adquirirem o fenétipo

neopldsico no processo de carcinogénese. Adaptado de Hanahan, D. e Weinberg, R. A. Hallmarks of cancer:

the next generation. Cell, 144: 646-74, 2011.

Estas caracteristicas podem ser traduzidas como respostas as barreiras ambientais, a
proliferacdo e ao crescimento e conduzem a “transformacdo somatica”, direcionada por
uma sequéncia de mutacdes randdmicas e alteragdes epigenéticas no DNA, afetando genes
que controlam a proliferagdo e sobrevivéncia, fornecendo as caracteristicas do fendtipo
maligno (Gatenby e Gillie, 2008). Dentre as barreiras ambientais a serem transpostas estao:
a perda do contato célula-célula, promoc¢do inadequada do crescimento, senescéncia,
hipoxia, acidose, isquemia, dentre outras; e cada barreira é vencida pela estratégia

resultante das modificacdes genéticas consequentes dessas pressoes seletivas. Dessa forma,

existe um vasto consenso de que o cancer € uma doenca genética e que o acumulo de
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alteracoes genéticas € a base do surgimento e evolu¢do do tumor (Weinberg, 2008;
Vendramini-Costa e Carvalho, 2012).

Dessa maneira, o processo de carcinogénese pode ser dividido em trés etapas:
iniciacdo, promocdo e progressdo. A iniciacdo é o processo onde ocorrem as alteracdes
genéticas e epigenéticas, ou seja, sdo as mudancas que definem a célula para a
carcinogénese; a promog¢dao € a etapa na qual as células ativadas expressam respostas
alteradas que proporcionam uma vantagem seletiva, que lhes permite sobreviver e se
desenvolver localmente; e progressao € a série de etapas em que o cancer, ja estabelecido,

acumula mais mutacdes para o caminho da malignidade (Ognjanovic e Hainaut, 2010).

1.2. Inflamacdo
A palavra inflamacgdo é derivada do latim inflammatio que significa aceso, ardente,
incendiado. O processo inflamatoério é parte de uma resposta bioldgica complexa vascular e
tecidual aos estimulos nocivos, tais como patdgenos, traumas, agentes quimicos ou
qualquer outro estimulo que lese o tecido. Assim, a inflamac@o € uma tentativa de protecao
do organismo para remover os estimulos nocivos e iniciar o processo de reparo (Guyton e

Hall, 2006; Rainsford, 2007) (Figura 3).



Figura 3. Cascata inflamatéria.
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enzimas, seus produtos e os efeitos causados. Robbins e Cotran. Patologia: As bases patoldgicas das doengas.

8*Edicao. Elsevier, Capitulo 2, p. 49-89, 2010.

O processo inflamatdrio se caracteriza por: vasodilatacdo local com o consequente
aumento do fluxo sanguineo; aumento da permeabilidade dos capilares, permitindo a saida
de grande quantidade de liquido para os espagos intersticiais; coagulacao do liquido nos
espacos intersticiais, devido as quantidades excessivas de fibrinogénio e outras proteinas
que sairam dos capilares; migracdo de grande quantidade de granuldcitos e mondcitos para

os tecidos e dilatacao das células teciduais (Guyton e Hall, 2006) (Tabela 1).



Tabela 1. Alguns mediadores da inflamag@o aguda e suas acdes sistémicas.

Mediador Fonte Acdo

Bradicinina Substrato plasmatico Dor

Prostaglandinas Mastdcitos Vasodilatagao, dor e febre
Leucotrienos Leucdcitos e mastdcitos Adesao e ativagdo

plaquetaria, bronco e

vasoconstri¢ao
Metabolitos de oxigénio Leucdcitos Danos endotelial e tecidual
Oxido nitrico Macréfagos Vasodilatagdo e

citotoxicidade
Interleucina 1 (IL-1) e Macroéfagos Reacdo da fase aguda e
Fator de Necrose ativacao endotelial
Tumoral (TNF-a)
Citocinas Leucécitos Ativagao dos leucdcitos

Fonte: Guyton e Hall, 2006.

A resposta inflamatdria estd intimamente ligada ao processo de reparo. A
inflamacdo combate, dilui ou isola o agente nocivo e desencadeia uma série de eventos que
tentam eliminar o agente lesivo e reconstituir o tecido danificado. O reparo comeca nas
fases iniciais da inflamac¢do, mas geralmente sé € finalizado depois que a influéncia nociva
foi neutralizada. Durante a fase de reparo, o tecido danificado é substituido por meio da
regeneracdo de células parenquimatosas nativas, pelo preenchimento com tecido fibroso
(cicatrizagdo) ou, o que € mais comum, por uma combinagdo desses dois processos
(Robbins et al., 2004).

A inflamagdo pode ser aguda ou cronica. A inflamacdo aguda se inicia rapidamente
(em alguns segundos ou minutos) e tem uma duracdo relativamente curta, de alguns
minutos a vdrias horas ou alguns dias; suas principais caracteristicas sdo a exsudacdo de

fluidos e proteinas plasmadticas (edema) e a migracao de leucdcitos, predominantemente de
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neutréfilos. A inflamagdo cronica tem uma duragdo maior e estd histologicamente associada
a presenga de linfécitos e macréfagos, a proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose
tissular (Robbins et al., 2004).

As reacOes vasculares e celulares da inflamacdo aguda e da cronica sio mediadas
por fatores quimicos derivados de proteinas ou células plasmaticas e sdo produzidos ou
ativados pelo estimulo inflamatério. Tais mediadores, agindo solitariamente, em conjunto

ou em sequéncia, amplificam a resposta inflamatéria e influenciam sua evolugao.

1.3.  Relagdo Cancer-Inflamacao

A resposta inflamatdria possui um lado benéfico e outro maléfico. A inflamacao
aguda é uma resposta protetora imediata ao tecido danificado e, geralmente, beneficia o
organismo e mantém a homeostase local. No entanto, inflamagdes cronicas, caracterizadas
pela ativacdo das células imunes, em determinadas circunstincias, podem desencadear
eventos carcinogénicos, por exemplo, o estresse oxidativo resultante da inflamacgdo cronica
promove danos ao DNA e instabilidade cromossdmica e, consequentemente, induz a
transformacdo das células normais em células cancerigenas. Sendo assim, o processo
inflamatdrio crénico contribui para a iniciacdo do tumor e o desenvolvimento tumoral,
aumentando a proliferacdo de células tumorais e a resisténcia para apoptose. Além disso,
estimula o processo de angiogénese e remodelacdo de tecidos, que contribuem para a
invasao das células tumorais e promog¢ao de metdstases (Mannick et al., 1996; Mantovani et
al., 2008; Grivennikov et al., 2010; Kundu e Surh, 2012; Vendramini-Costa e Carvalho,

2012; Zhang et al., 2013) (Figura 4).



Figura 4. Processo da carcinogénese induzido pela inflamag@o cronica.
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A sequéncia de desenvolvimento de um tumor, neste caso epitelial, € dividida nas etapas: inicia¢cdo, promocao
e progressdo, indicando a contribuicdo dos mecanismos inflamatdérios para cada passo. Adaptado de

Ognjanovic, S; Hainaut, P. Inflammation in Carcinogenesis. Elsevier, 2010.

Os tumores solidos s@o heterogéneos e estruturas complexas onde suas células sdo
envolvidas por uma matriz extracelular, constituida por células do sistema imune, inato e
adaptativo, por células estromais, e por uma rede vascular. Esta diversidade celular se
comunica por meio de contato fisico direto ou de mediadores quimicos, citocinas e
quimiocinas, que conduzem o crescimento e progressdao tumoral (Grivennikov et al., 2010;
Kundu e Surh, 2012; Vendramini-Costa e Carvalho, 2012). Considera-se que a inflamacgado
contribui para cerca de 15% do peso total do tumor, porém este valor pode estar
subestimado, pois a inflamacgdo estd presente em muitos canceres causados por infecgdes ou

exposicao a agentes quimicos e fisicos. Em geral, independentemente do local, quanto mais



tempo persiste a inflamacao cronica maior o risco de carcinogénese (Ognjanovic e Hainaut,
2010).

A relacdo cancer-inflamacdo ndo € pesquisa recente, Rudolf Virchow, em 1863,
observou leucdcitos infiltrados no tecido tumoral, sugerindo que o cancer poderia surgir a
partir de um processo inflamatério cronico (Balkwill e Mantovani, 2001). Dados
epidemioldgicos indicam que mais de 25% de todos os canceres estdo relacionados a uma
infec¢do crdnica e a outros tipos de inflamacdo nao resolvidos (Hussain e Harris, 2007;

Mantovani et al., 2008; Vendramini-Costa e Carvalho, 2012) (Figura 5).
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Figura 5. Fatores de riscos que contribuem para o processo de carcinogénese a partir de um processo

inflamatdrio.
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Fatores de riscos que contribuem para o processo de carcinogénese a partir de um processo inflamatério.

Estimulos, externos ou internos, promovem a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e ativacao de fatores
de transcricdo que vdo gerar uma resposta inflamatdria aguda. Se esta ndo for resolvida, se tornara cronica e
patoldgica, no qual os mesmos mediadores favorecerdo o desenvolvimento tumoral. Adaptado de Aggarwal
BB, Shishodia S, Sandur SK, Pandey MK, Sethi G. Inflammation and cancer: how hot is the link? Biochem

Pharmacol, 72: 1605-21, 2006.
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Esta relacdo cancer-inflamacdo pode ser notada em um trabalho de Rothwell e
colaboradores (2011), que originalmente foi planejado para estudar a prevencdo de doengas
vasculares em pacientes com cancer. Os pacientes foram randomicamente divididos em
grupos. Um grupo de pacientes receberam aspirina e outro placebo. Em oito ensaios,
totalizando mais de 25.000 individuos, o grupo que recebeu aspirina teve reducgdao
significativa do ndmero de mortes por cancer sdlido relacionada com a duragdo do
tratamento.

Os efeitos dos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINESs), tais como a aspirina, sdo
justificados, pelo menos em parte, devido a inibicdo da enzima ciclo-oxigenase do tipo 2
(COX-2). Inibidores mais especificos da COX-2, como celecoxib, foram avaliados em um
estudo randomizado de pacientes com extensas queratoses actinicas, precursor maligno de
cancer de pele nao melanoma. Onze meses apds o inicio do estudo, as incidéncias basais e
escamosas das células cancerigenas foram significativamente reduzidas no grupo que

recebeu celecoxib (Elmets et al., 2010).

1.4.  Etnobotanica e Etnofarmacologia

O conhecimento sobre as plantas medicinais, as vezes, representa o Ginico recurso
terapéutico de comunidades e grupos étnicos. Devido a cultura popular, as plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres e mercados populares e encontradas em
quintais residenciais (Amorozo e Gely, 1988; Prance, 1992).

O termo etnobotanica foi empregado pela primeira vez em 1895 por Harshberger,
que embora ndao o tenha definido, apontou maneiras pelas quais poderia ser tutil a
investigacdo cientifica (Schultes, 1962). Desde entdo, vérias definicdes podem ser

encontradas para etnobotdnica. Destacando-se as seguintes: a) “verdadeira botanica
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cientifica voltada para o hébitat e uso de uma etnia especifica” (Cardona, 1985); b) “estudo
e conceituagdes desenvolvidas por qualquer sociedade a respeito do mundo vegetal” (Posey
e Ribeiro, 1986).

A ciéncia da etnobotanica aplicada aos estudos das plantas medicinais originou uma
linha cientifica que consiste na exploracdo cientifica de agentes biologicamente ativos,
tradicionalmente empregados ou observados por determinados grupos étnicos, denominada
de etnofarmacologia (Bruhn, 1989; Prance, 1991). A etnobotanica enfoca dois fatores
fundamentais: coleta e utilizagdo medicinal da planta. O primeiro fator implica na regiao,
época e estdgios de desenvolvimento preferidos para coleta, envolve também,
procedimentos especiais como preparacdo de exsicatas. O depdsito de exsicata em herbario
credenciado €é muito ttil para evitar enganos com a espécie que estd sendo estudada (Maciel
et al., 2002).

As plantas sdo fonte de agentes terapéuticos e base para diversas drogas sintéticas,
por exemplo, das drogas disponiveis para o tratamento de cancer de 1981-2010, 65% das
moléculas utilizadas sdo de origem natural e/ou inspiradas na natureza e apenas 35% sao
sintéticas. Por outro lado, nos tratamentos de processos inflamatérios, apenas 27% das
moléculas utilizadas s@o de origem natural e/ou inspiradas na natureza e 73% sao sintéticas
(Newman e Cragg, 2012).

Produtos naturais sdo produzidos a partir do metabolismo secundario dos
organismos vivos em respostas aos estimulos externos, como mudangas nutricionais,
agentes infecciosos e/ou competi¢cdo com outros organismos. Tais metabdlitos produzidos
por plantas, fungos, bactérias, protozodrios, insetos e animais podem apresentar grupos
biologicamente ativos (Strohl, 2000). De fato, estes compostos sd@o usados ha séculos no

tratamento de doencas humanas. Registros escritos, que datam de pelo menos 5000 anos
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com o0s sumérios, bem como os registros arqueoldgicos, sugerem o uso de plantas
medicinais em periodos anteriores (Raskin et al., 2002).

O nimero de novas moléculas quimicas com base em produtos naturais ou produtos
naturais derivados de compostos aprovados pela Agéncia dos Estados Unidos, Food and
Drug Administration (FDA), corresponde a aproximadamente 55% do total, considerando
todas as doencas e os paises no periodo de 1981 a 2010 (Newman e Cragg, 2012).
Aproximadamente 30% de todos os medicamentos prescritos mundialmente contém
extratos de plantas ou de principios ativos derivados de plantas superiores, resultando em
324 medicamentos atualmente em utilizacdo (Newman e Cragg, 2012). Alguns exemplos
que se destacam sdo a digoxina, glicosideo cardiaco obtido da Digitalis purpurea, os
anticolinérgicos alcaloides da Atropa belladona, os analgésicos codeina e morfina da
Papaver somniferum, o anti-hipertensivo reserpina da Rauwolfia serpentina, o0s
antineopldsicos vimblastina e taxol, da Cantharanthus roseus e Taxus brevifolia,
respectivamente (Cragg et al., 1997; Cragg e Newman, 1999; Newman e Cragg, 2003;

Newman e Cragg, 2007, Newman e Cragg, 2012).

1.5.  Familia Anacardiaceae
A familia vegetal Anacardiaceae é representada por 76 géneros e 600 espécies,
sendo que 25% dos géneros contém componentes toxicos e sdo causadores de dermatite de
contato severa. As espécies venenosas desta familia estdo restritas aos tixons Anacardieae,
Rhoeae e Semecarpeae (Vogl e Mitchell, 1995; Vogl et al., 1996). A dermatite de contato
provocada por essas plantas € atribuida principalmente aos compostos fendlicos e

catecOlicos ou a mistura destas substincias, denominada de lipidios fendlicos. Estas

substancias podem estar presentes em diferentes partes do material vegetal, ocorrendo
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principalmente em espécies do género Toxicodendron (Rhus) (Tyman, 1979; Evans e
Schmidt, 1980).

A origem dos lipidios fendlicos e derivados também foi objeto de investigacdo;
além disso, espécies da familia Anacardiaceae demonstraram-se promissoras nas buscas de
substancias bioativas. Do ponto de vista quimico, os géneros mais estudados nesta familia
sao Mangifera, Toxicodendron, Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus,
Pistacia, Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea. Mangifera, Toxicodendron e Anacardium
destacam-se pelo ndmero de investigacdes relativas a composi¢do quimica de suas espécies
e atividades bioldgicas de seus extratos e principios ativos. Os estudos destas espécies
possibilitaram verificar a ocorréncia de flavonoides, terpenos, esteroides, xantonas e,

principalmente, dos lipidios fendlicos e derivados (Correia et al., 20006).

1.5.1. Género Toxicodendron

O género Toxicodendron é o maior da familia Anacardiaceae, com cerca de 200
espécies catalogadas. Os estudos fitoquimicos demonstram que as espécies deste género sao
ricas em flavonoides, principalmente biflavonoides, com destaque para hinokiflavona,
amentoflavona, agathisflavona, robustaflavona, rhusflavanona, succedaneaflavanona e
rhusflavona (Lin e Chem, 1974a, 1974b; Lin et al., 1989).

Os flavonoides como o hinokiflavona, agathisflavona e robustaflavona atuam no
mecanismo de replicacdo do virus HIV, inibindo a enzima transcriptase reversa (HIV-1-
RT) (Lin et al., 1997). Quando comparada com outros flavonoides, a hinokiflavona
mostrou-se mais ativa na inibicdo da atividade pré-coagulante de mondcitos humanos
aderentes, estimulada por endotoxina e interleucina-1p (Mesesane et al., 2000). Outros

biflavonoides do género Toxidendron apresentaram atividades bioldgicas importantes,
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como antimaldrica (Ahamed et al., 2001), antiviral (Zembower, 1998) e citotéxica (Lin et

al., 1989).

1.5.2. Género Anacardium

O cajueiro (Anacardium occidentale L..) é uma planta nativa do Brasil, fonte de
compostos quimicos como dcidos fendlicos, quercetina, glicosideos e taninos condensados.
Os frutos apresentam lipideos fendlicos que sdo conhecidos por serem potencialmente
toxicos (Cocon, 1988). Arya e colaboradores (1989) relataram a existéncia de flavonoides,
tais como, kaempferol, miricetina e amentoflavona, assim como a presenca de
proantocianidinas.

A medicina popular usa a decoc¢do ou o infuso das folhas para o tratamento de
doencas gastrointestinais, ulceras na boca, problemas de garganta (Kudi et al., 1999;.
Akinpelu, 2001; Gongalves et al., 2005) e hipertensdao (Tchikaya et al., 2003). Os efeitos
cardiovasculares do extrato aquoso das folhas de caju foram estudados sobre a pressao
sanguinea arterial de coelho (Tchikaya et al., 2003). J4 o efeito bactericida do extrato
hidroalcodlico das folhas de caju foi descrito por Kudi e colaboradores (1999). Outro
ensaio realizado por Gongalves e colaboradores (2005), relatou a inibicdo in vitro do
rotavirus humano (25%) e rotavirus simio (84,5%) pelo extrato aquoso das folhas de A.
occidentale. O caju também exibiu atividade bactericida contra Helicobacter pylori, devido
aos compostos fendlicos (Kubo et al., 1999). Ulceras da pele foram inibidas por um extrato
de casca do fruto de A. occidentale. Seu efeito terapéutico pode estar relacionado a
presenca de taninos e flavondides (Franca et al., 1996). Além disso, taninos condensados e

hidrolisaveis isolados produziram efeitos anti-inflamatérios (Mota et al., 1985).
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Lesdes da mucosa gastrica induzida por diferentes modelos foram reduzidas pela
quercetina, isolada dessa espécie, que elevou a quantidade de glicoproteinas neutras
(Martin et al., 1993; Izzo et al., 1994; Di Carlo et al., 1999) que , por sua vez, facilitam a
defesa contra agentes agressores (Delfosse, 2000). Além disso, também estimula a sintese
da ciclo-oxigenase e de prostaglandina local (Marti-Bonmati et al., 1980). Outros
mecanismos tém sido propostos que incluem a inibi¢do da bomba de prétons géstrica, da
via da lipo-oxigenase ou da peroxidagdo lipidica (Moroney et al., 1988; Alarcén de la
Lastra et al., 1994; Di Carlo et al., 1999).

Outra espécie do género Anacardium, a Semecarpus anacardium Linn., € utilizada
na medicina popular para o tratamento de cancer. O extrato de suas castanhas exibiu
atividade antitumoral, devido a supressdo de fatores angiogénicos e de hipdxia (fator-1
induzivel por hipéxia alfa, fator de crescimento endotelial vascular e sintese de 6xido
nitrico) (Mathivadhani et al., 2007).

O 6leo da castanha de S. anacardium também inibiu a producao de citocinas pré-
inflamatérias em pacientes com artrite reumatoide (Singh et al., 2006) e mantevea
glutationa no seu estado reduzido, restaurando as enzimas que diminuem o estresse
oxidativo em carcinoma mamario experimental (Mathivadhani et al., 2007).

Além disso, esse 6leo foi citotéxico em linhagens de leucemia mielobldstica aguda
(HL-60), leucemia mielégena cronica (K-562), adenocarcinoma de mama (MCF-7) e de

carcinoma epitelial do colo do ttero (HeLa) (Chakraborty et al., 2004).

1.5.3. Geénero Manfigera
Mangifera indica L. (mangueira) é uma drvore que cresce em regides tropicais e

subtropicais do mundo. E comumente usada na medicina popular para uma ampla
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variedade terapéutica (Coe e Anderson, 1996). Sua fitoquimica, em geral, apresenta
triterpenos, flavonoides, fitoesterdis e polifendis (Anjaneyulu et al., 1994; Khan et al.,
1994). Sendo os terpenoides os mais presentes nesse género (Anjaneyulu et al., 1999).

Extratos da semente, folhas e cascas do tronco de M. indica demonstraram
propriedades contra patégenos humanos (Engels et al., 2009; Sowmiya et al., 2009; Engels
et al., 2010; Gupta et al., 2010; Engels et al., 2011), atividade antioxidante (Ribeiro et al.,
2008; Soong e Barlow, 2006; Nithitanakool et al., 2009; Barreto et al., 2008; Kim et al.,
2009), atividade antialérgica (Rivera et al., 2006), antitirosinase (Nithitanakool et al., 2009;
Maisuthisakul et al., 2009) antineopldsica (Noratto et al., 2010) e diminui¢ao da migracao
celular (Daud et al., 2010).

O extrato aquoso da casca do caule de M. indica apresentou atividade antioxidante
tanto in vitro como in vivo. A atividade sequestrante de radicais livres de hidroxil e 4cido
hipocloroso inibiu a peroxidag¢do dos fosfolipidos de cérebro de rato e os danos no DNA
(Martinez et al., 2001; 2001).

Além disso, os efeitos analgésicos, imunomoduladores e anti-inflamatérios foram
observados em diferentes modelos experimentais. A protecdo contra a morte celular
induzida pela ativacdo de células T humanas (Hernandez et al., 2006, 2007), a inibicao da
producdo de eosindfilos e de migracdo celular (Sa-Nunes et al., 2006), a inibicdo da
producdo de IgG (Garcia et al., 2003), o efeito anti-histaminico (Rivera et al., 2006; Garcia
et al., 2003), a inibicdo das isoformas da ciclo-oxigenase 2 e da enzima 6xido nitrico
sintase, do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), da interleucina-1B, de granulécitos e
fator de estimula¢do de coldnias de macréfagos, do 6xido nitrico, da fosfolipase A2, da

prostaglandina E2, do leucotrieno B4 e da ativacdo por TNF do fator de transcricao nuclear
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NF-kappaB (Garrido et al., 2001; 2004; 2004; 2005; 2006; Garcia et al., 2002; Béltran et
al., 2004; Leiro et al., 2004).

O extrato de sementes de M. indica inibiu a permeabilidade de eletrélitos no
intestino por meio da inibi¢ao da liberagcdo de prostaglandinas. Os metabdlitos secunddrios,
tais como saponinas, flavonoides, glicosideos, taninos e alcaloides presentes nas sementes
de M. indica sao antidiarreicos, inibindo a mobilidade intestinal. A redu¢do da mobilidade
intestinal pode ser devido a presenca de taninos e 4cido tanico no extrato de sementes de M.
indica (Masibo e He, 2008; Sowmiya et al., 2009; Ezeigbo et al., 2012; Sharma et al.,

2012).

1.5.4. Género Astronium

O género Astronium possui distribuicdo por toda a regido neotropical, seus
exemplares sdo arboreos e os frutos possuem célice persistente e acrescente resultando em
um aspecto estrelado, caracteristica que nomeia o género (Santin, 1991).

Espécies do género Astronium encontradas no Brasil, como Astronium graveolens
Jacq., Astronium urundeuva (Allemdo) Engl. (sinonimia Myracrodruon urundeuva
Allemao) e Astronium fraxinifolium Schott., sdo utilizadas na medicina popular. As raizes e
as cascas de Astronium graveolens sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de
alergias, processos inflamatérios, diarreia e ulceras (Herndndez et al., 2012). Além disso, o
extrato metandlico das folhas de A. graveolens foi avaliado de acordo com suas atividades
antioxidantes, demonstrando potente atividade antioxidante devido ao alto teor de
polifendis, como 1,2,3,4,6 penta-O-galoil-D-glucopiranose e o dcido cafeoilquinico. Outros

grupos quimicos presentes no extrato metandlico das folhas de A. graveolens foram capazes
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de atuar sobre componentes do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
(Hernandez et al., 2014).

Astronium urundeuva € utilizada na medicina popular para o tratamento de
problemas ginecolégicos e dermatolégicos (Matos, 1989). Além disso, estudos desta
espécie demonstraram atividade antiulcerogénica (Rao et al., 1987), no transito
gastrointestinal (Menezes e Rao, 1988), anti-inflamatéria (Viana et al., 1997; Viana et al.,
2003), antioxidante (Desmarchelier et al., 1999), antimicrobiana (Raposo et al., 2002)
analgésica (Viana et al., 1997; Viana et al., 2003) e imunomodulatéria (Deharo et al.,
2004).

Investigacdes sobre os compostos quimicos dessas duas espécies indicaram a
presenca de taninos hidrolisdveis como galotaninos com graus de polimerizacdo de sete a
13 unidades de galoil, além de destacar outras classes de taninos hidrolisdveis tais como
ésteres hexaidrodifenil de glucose e alguns derivados de dcido galico (da Silva et al., 2011).

Astronium fraxinifolium (Figura 6) € distribuida no Cerrado Brasileiro e conhecida
popularmente como “Gongalo Alves”, apresenta caule rico em substincias tanicas (Leite,
2002). Suas cascas sdo utilizadas na forma de decocto para o tratamento de inflamacdes
gdstricas e vaginais (Matos, 1989) e indicadas por Cruz (1982) no tratamento de diarreias e
disenterias devido as suas propriedades adstringentes.

Além disso, também na medicina popular, € utilizada como antisséptico,
antimicrobiano, anti-hemorrdgico, cicatrizante, anti-inflamatério, antiulcerogénico, além de
combater a febre, melhorar o desenvolvimento dos dentes das criangas (Leite, 2002;
Macedo e Ferreira, 2004). O extrato hidroalcodlico das cascas do caule de A. fraxinifolium
demonstrou potencial mutagénico pelo teste SMART e em raizes de Allium cepa,

promovendo o aumento no ndmero de danos cromossomais (Zafred e Silva, 2011).
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Os resultados demonstrados nos estudos mutagénicos, os relatos populares da
utilizagdo terapéutica, o conhecimento das atividades farmacoldgicas do género Astronium
e da familia Anacardiaceae e os poucos estudos sobre as propriedades farmacoldgicas dos
constituintes quimicos de A. fraxinifolium incentivaram os estudos desta espécie em relagao

as suas atividades antineoplésica, antiulcerogénica, analgésica e anti-inflamatdria.

Figura 6. Exemplar da espécie Astronium fraxinifolium Schott.

A B

ASTRONIUM  fraxinifoliam.

(A) Exemplar de exsicata da espécie Astronium fraxinifolium. Retirada da Lista de Espécies da Flora do
Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/>. Acesso em: 09
Mar. 2014. (B) Exemplar coletado no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) para realizacdo dos

experimentos. Fonte: Préprio autor.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Gerais
O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade farmacoldgica dos extratos brutos
diclorometanico e hidroalcodlico das cascas do caule e das folhas de Astronium

fraxinifolium Schott.

2.2.  Especificos

e Determinar os rendimentos dos processos extrativos de folhas e de caules;

e Avaliar o potencial antiproliferativo dos extratos em cultura de células tumorais e ndo
tumorais;

e Determinar a toxicidade aguda dos extratos obtidos;

e Avaliar o potencial antiulcerogénico em modelo de lesdes induzidas por indometacina;

e Avaliar o potencial antinociceptivo em modelo experimental de nocicep¢do induzida
pela formalina;

e Avaliar o potencial efeito sedativo na atividade locomotora e coordenacao motora pelo
modelo do campo aberto (Open field) e barra giratéria (Rotarod);

e Avaliar o potencial anti-inflamatério em modelos de edema de pata induzido por
carragenina e edema de orelha induzido por 6leo de créton;

e Avaliar o potencial antitumoral em modelo experimental de cancer induzido pelas

c€lulas de Ehrlich.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do material vegetal

As cascas de A. fraxinifolium, cedidas gentilmente para a utilizacdo no projeto de
pesquisa, foram coletadas na regido urbana do municipio de Uberlandia/MG, em
colaboragdo com o Dr. Regildo Miarcio Gongalves da Silva, da Universidade Estadual
Paulista, Campus Assis, de maneira sustentidvel e sem causar impacto ambiental aos
espécimes coletados.

As folhas de A. fraxinifolium foram coletadas de um espécime pertencente a
Colegdo de Arvores e Palmeiras Ornamentais Monjolinho, do Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), através de colaboracdo com o Dr. Luis Carlos Bernacci. A exsicata dessa
espécie esta depositada no Herbario do IAC sob a numeracao IAC 52956.

Por ser espécie nativa, o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico - CNPq, credenciado pelo Conselho de Gestdo do Patrimonio Genético
(CGEN/MMA), nos termos Deliberacdo 246/2009, emitiu autorizacdo de Acesso e de
Remessa de Componente do Patrim6nio Genético, com a finalidade de pesquisa cientifica,

viabilizando os estudos propostos com a espécie (Processo 010143/2014-9).

3.2.  Preparacdo dos extratos vegetais
3.2.1. Preparagao do material vegetal para extracao
A obtencdo dos extratos brutos foi realizada na Divisdo de Quimica de Produtos
Naturais do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA/UNICAMP), sob supervisao da Dra. Mary Ann Foglio.
As folhas de A. fraxinifolium foram selecionadas e colocadas para secar em estufa

de ar forcado na temperatura de 40+2°C, durante um periodo total de 24 horas, sendo estas
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divididas em oito horas didrias. Apds a secagem, o material vegetal foi triturado e
armazenado em frascos de vidro ambar.
As lascas do caule foram moidas em moinho de facas e o p6 obtido armazenado em

frascos de vidro ambar.

3.2.2. Extragdo por maceragdo dindmica

O material vegetal resultante dos processos de trituracdo foi submetido a extracio
por maceracdo dindmica com diclorometano na propor¢do de 1:5 de material vegetal e
solvente (p:v), tanto para as folhas quanto para as cascas do caule, durante uma hora e
meia. Apds o tempo estimado, a solucdo foi filtrada para novo processo de extracdo. Esse
procedimento foi repetido por trés vezes e o volume final reunido e armazenado em frascos
de vidro ambar. O solvente organico foi eliminado sob vdcuo com auxilio de um
evaporador rotativo (Rotavapor R-215, Buchi — Switzerland) em temperatura de
aproximadamente 40°C, fornecendo o extrato bruto diclorometanico das folhas (MFD) e
das cascas do caule (MCD).

Os residuos vegetais do processo de extracdo com diclorometano foram submetidos
a uma nova extragdo com solu¢do hidroalcodlica (etanol:dgua) (70:30; v:v). O processo de
extracdo foi repetido novamente por trés vezes e o volume final reunido e armazenado em
frascos de vidro ambar. O solvente organico foi eliminado sob vicuo com auxilio de um
evaporador rotativo em temperatura de aproximadamente 40°C seguido de liofilizagao,

fornecendo o extrato bruto hidroalcodlico das folhas (MFH) e das cascas do caule (MCH).
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3.2.3. Extragdo por sistema Soxhlet

Da mesma forma, esse material vegetal (folhas e cascas do caule) foi submetido a
um processo de extracdo por sistema Soxhlet com o solvente diclorometano na propor¢ao
de 1:10 de material vegetal e solvente (p:v), durante um periodo total de 24 horas, sendo
estas divididas em oito horas didrias. A seguir, o solvente organico foi eliminado em um
evaporador rotativo sob vacuo (Rotavapor R-215, Buchi — Switzerland) em temperatura de
aproximadamente 40°C, fornecendo o extrato bruto diclorometanico das folhas (SFD) e das
cascas do caule (SCD).

Os residuos vegetais deste processo foram submetidos a uma nova extragdo com
solucdo hidroalcodlica (etanol:dgua) (70:30; v:v), e o processo de extracdo repetido
novamente por 24 horas, sendo estas divididas em oito horas didrias. O solvente organico
foi eliminado em um evaporador rotativo sob viacuo (Rotavapor R-215, Buchi —
Switzerland) em temperatura de aproximadamente 40°C e o residuo aquoso liofilizado,

fornecendo o extrato bruto hidroalcodlico das folhas (SFH) e das cascas do caule (SCH).

3.2.4. Andlise por cromatografia em camada delgada (CCD)

As anélises por CCD foram efetuadas em cromatofolhas comercias (Merck 5554),
utilizando como fases méveis: (1) diclorometano:metanol (98:2; v:v); (2) butanol:acido
acético:agua destilada (4:1:5; v:v:v). Apds o término da eluicdo, as cromatoplacas foram
observadas em camera de UV, nos comprimentos de onda de 254nm e 366nm para revelar
possiveis compostos com duplas ligagdes conjugadas. Em seguida, a cromatoplaca eluida
com a fase mével (1) solucdo de anisaldeido/H,SQOy, para terpenos e diterpenos; (2) solucao
de Dragendorff, para alcaloides; (3) solu¢do de cloreto férrico 2%, para taninos e (4)

solucdo de difenilaminoborato (NP) acompanhada de solu¢do de macrogol (PEG).
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3.2.5. Identificagdo de flavonoides
Em 70 mg do extrato de MFH, adicionou-se 10 mL de 4gua destilada, cloreto de
magnésio e entre 100-200 mL de 4cido sulftrico. A presenga de coloracdo vermelha indica

reacdo positiva para flavonoides (Farmacopeia Brasileira, 2010).

3.2.6. Identificac@o de taninos totais e condensados
Em 70 mg do extrato MFH, adicionou-se 10 mL de dgua destilada e duas a quatro
gotas de solucdo de cloreto férrico a 1% (p/v) em metanol. O desenvolvimento de coloragcdo

cinza-escura indica reacdo positiva para taninos totais (Farmacopeia Brasileira, 2010).

3.2.7. Identificac@o de taninos condensados
Em 70 mg do extrato MFH, adicionou-se 10 mL de 4gua destilada, 0,5 mL de
vanilina a 1% (p/v) em metanol e 1 mL de 4cido cloridrico SR (27,4 mL de 4cido cloridrico
concentrado em 100 mL de dgua destilada). O desenvolvimento de coloragdo vermelha

indica reagdo positiva para taninos condensados (Farmacopeia Brasileira, 2010).

3.3.  Testes de atividade farmacoldgica in vitro
3.3.1. Avaliacdo da atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e nao
tumorais
3.3.1.1.  Cultivo celular
As células foram cultivadas em frascos de 25cm” (T25) com 5 mL de meio RPMI
1640 (Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB-Gibco®) e mantidas a
37°C em atmosfera imida com 5% de CO,. Durante os experimentos, uma solucdo de

penicilina:estreptomicina (1000 U/mL:1000 pg/mL, 10 mL/L. RPMI 1640) foi adicionada

26



ao meio de cultura. Para linhagens aderidas, o desprendimento celular foi realizado
mediante a¢do enzimadtica da tripsina. Para tanto, o meio de cultura foi aspirado, o frasco
lavado com 500 pL de tampao fosfato (PBS, pH 7,0) para eliminar residuos de meio de
cultura e, ap6s aspiracdo do tampao, foram adicionados 500 pL de tripsina-EDTA 2,5 g/L
(Vitrocell®), a 37°C, até que as células se soltassem totalmente. A acdo da tripsina foi
bloqueada com RPMI + 5% SFB e uma aliquota dessa suspensao foi transferida aos novos

frascos, completando-se o volume para 5 mL.

Tabela 2. Linhagens celulares tumorais e ndo tumorais utilizadas nos testes de atividade antiproliferativa in
vitro e suas densidades de inoculagdo (DI).

Linhagens Celulares Nome DI (x10* células/mL)
Coélon HT-29 5,0
Glioblastoma U251 3,0
Leucemia K-562 6,0
Mama MCE-7 6,0
Linhagens Melanoma Murino B16-F10 4,0
. Ovario OVCAR-3 7,0
tumorais

Ovirio com fenétipo

. A NCI-ADR/Res 5,0
de resisténcia

Pulmao NCI-H460 4.0

Proéstata PC-3 4,5

Rim 786-0 3,0

) . Queratinécito humano HaCaT 3,0
Linhagens nao Ovério de fiamst

tumorais vario .e . amster CHO-K1 3,0

chinés

3.3.1.2.  Preparo das suspensdes celulares
Os experimentos de atividade antiproliferativa dos extratos brutos de A.
fraxinifolium foram realizados segundo o protocolo descrito por Monks e colaboradores
(1991). O crescimento celular foi determinado por espectrofotometria, utilizando-se o

corante proteico sulforrodamina B (SRB, Sigma-Aldrich®) e as analises foram baseadas na
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metodologia de triagem in vitro para drogas anticancer desenvolvida pelo National Cancer
Institute, EUA, que utiliza um painel de 60 linhagens tumorais humanas (NCI60) (Monks et
al., 1991; Shoemaker, 2006). De modo diferente de outros métodos, este protocolo inclui a
determina¢do da densidade celular no tempo 0 (momento de adi¢do das amostras), o que
possibilita o célculo da concentragcdo que inibe totalmente o crescimento celular
(Shoemaker, 2006). No primeiro dia de experimento, as suspensdes celulares foram
preparadas com o meio RPMI contendo 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (10 mL/L),
em suas respectivas densidades de inoculacdo (Tabela 2). Foram inoculados 100
puL/compartimento de cada suspensdo celular em placas de 96 compartimentos, que foram
incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente imido. Da mesma
forma, preparou-se uma placa controle (placa Ty), contendo todas as linhagens celulares
utilizadas no experimento.

As amostras dos extratos brutos foram solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO)
(Merck®) na concentracdo de 0,1 g/mL. Para a adicdo a cultura de células, estas solucdes
foram diluidas pelo menos 400 vezes em meio de cultura RPMI com 5% de SFB e
penicilina:estreptomicina, o que evitou a toxicidade do DMSO. As amostras dos extratos
brutos de A. fraxinifolium foram adicionadas nas microplacas (cinco amostras por
microplaca) nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL (100 pL/compartimento) em
triplicata e, a seguir, foram incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e
ambiente uUmido (Figura 7). Como controle positivo, utilizou-se o quimioterdpico
doxorrubicina, nas concentragdes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg/mL (100 pL/compartimento)

em triplicata.
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Meio de Cultura

Figura 7. Placa de 96 compartimentos utilizada nos testes de atividade antiproliferativa in vitro.
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Placa de 96 compartimentos utilizada nos testes de atividade antiproliferativa in vitro, mostrando a
disposicdo das concentragdes utilizadas, do controle do meio de cultura (aplica-se somente meio de cultura),

do branco das amostras (aplica-se somente amostra diluida) e das células (aplicam-se somente células).

No momento de adi¢do das amostras, as células inoculadas na placa controle Ty
foram fixadas com 50 pL/compartimento de 4cido tricloroacético (TCA) a 50% (Sigma-
Aldrich®) para determinacdo da quantidade de células presentes no momento em que as
amostras foram aplicadas, sendo este o valor basal correspondente ao tempo 0. Apds 48
horas de tratamento, as células foram fixadas com 50 pL/compartimento de &cido
tricloroacético (TCA) a 50% (p:v) e incubadas por 1 hora, a 4°C. Em seguida, foram

submetidas a quatro lavagens consecutivas em 4gua corrente para a remocao dos residuos
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de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. Apds isso, foram mantidas a temperatura
ambiente até a secagem completa para a adicdo de 50 pl/compartimento do corante
proteico sulforrodamina B (SRB) (Sigma—Aldrich®) a 0,4% (p:v) dissolvido em d&cido
acético a 1% (v:v) e, a seguir, incubadas a temperatura ambiente, por 10 minutos. As placas
foram entdo lavadas por quatro vezes consecutivas com solu¢do de 4dcido acético 1% (v:v)
e, apOs secagem completa a temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas celulares
foi solubilizado com 150 pl/compartimento de trizma base (10 uM, pH 10,5) (Sigma-
Aldrich®). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de

microplacas a 540 nm (Molecular Devices®, modelo VersaMax).

3.3.1.3.  Andlise dos resultados in vitro

As médias das absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus
respectivos brancos e, através das formulas abaixo, foi determinado o crescimento celular
(em porcentagem) de cada linhagem celular em funcdo das concentra¢des de cada amostra
testada.
Se T > C, a amostra estimulou o crescimento.
Se To < T <C, a amostra foi citostatica e a fébrmula utilizada foi 100 x [(T-T)/(C-Ty)].
Se T< Ty, a amostra foi citocida e a formula utilizada foi 100 x [(T- Ty)/(To)].

Sendo T a média das absorbancias das células tratadas, C o controle de células e Ty
a média das absorbancias das células no tempo 0. Esses resultados foram expressos em
curvas de crescimento celular para cada linhagem em fun¢do da concentracdo da amostra

empregando-se software Origin 8.0 (OriginLab Corporation).
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3.3.2. Testes de atividade farmacoldgica in vivo
3.3.2.1.  Animais

Foram utilizados camundongos das linhagens BALB/c e Swiss, machos e fémeas, e
ratos da linhagem Wistar, machos, obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdao
Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB/UNICAMP). Os grupos
experimentais foram acondicionados no biotério da Divisdo de Farmacologia e Toxicologia
do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biol6gicas e Agricolas
(CPQBA/UNICAMP), com temperatura de 22°C+2°C, ciclo claro:escuro 12h:12h e com
dgua e racdo ad libitum. Os cuidados dos animais e os protocolos de pesquisas estdo de
acordo com os principios e diretrizes adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e sob a orientacdo da médica veterindria Karin Maia Monteiro (CRMV—
SP 19683). Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, sob as
numeracdes: 3029-1; 3030-1; 3362-1; 3363-1; 3364-1; 3463-1; 3464-1.

Para os testes com a administra¢do tnica dos extratos brutos de A. fraxinifolium por
via oral, os animais foram submetidos a um perfodo minimo de jejum (camundongos por
quatro horas e ratos por oito horas), com acesso livre a &4gua, possibilitando total
esvaziamento gdstrico e ndo interferéncia da alimentacdo na absorcdo dos principios ativos
dos extratos brutos de A. fraxinifolium. Além disso, para total absorcdo e distribuicdao
sist€émica dos extratos de A. fraxinifolium, os modelos experimentais se iniciaram uma hora

apo6s a administracao.
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3.3.2.2.  Avaliacdo da toxicidade aguda in vivo

O teste de toxicidade aguda foi baseado na OECD 425/2008 - Acute Oral Toxicity:
Up-and-Down-Procedure, com modificagdes para administracdo via intraperitoneal (IP) da
substancia teste.

Camundongos fémeas da linhagem Swiss foram separados em grupo de cinco
animais e um individuo de cada grupo recebeu o extrato bruto, tanto pela via de
administracao intraperitoneal como pela oral, na dose de 1000 mg/Kg uma tnica vez. Apds
a administra¢do, os animais foram observados continuamente por um periodo de quatro
horas para avaliar alteracdes comportamentais e sinais de toxicidade da amostra e,
posteriormente, por um periodo de 24 horas. Se ndo ocorressem alteracoes
comportamentais e nem sinais de toxicidade da amostra dentro desse intervalo de tempo, o
restante do grupo receberia a mesma dose e seria observado por quatro horas. Apds este
periodo, os animais foram observados clinicamente por 14 dias com sua massa corpdrea
mensurada no 7° dia. Apés 14 dias, os animais foram eutanasiados e seus 6rgaos (figado,
baco, rins, coracdo e pulmao) analisados macroscopicamente e suas massas mensuradas.

Porém, se o individuo apresentasse sinais de toxicidade ou fosse a 6bito durante o
periodo de 24 horas, outro animal era escolhido e recebia a mesma dose do primeiro, para
confirmar a reacdo téxica da amostra. Caso o segundo animal fosse a 6bito, o experimento

era encerrado e a dose é reduzida pela metade.

3.3.2.2.1. Avaliacdo da toxicidade dos extratos brutos de A. fraxinifolium
Inicialmente, utilizou-se grupos com trés animais (n=3), se estes animais nao fossem
a obito o grupo era completado para cinco animais (n=5). As doses dos extratos brutos

foram aplicadas uma tnica vez em progressao ordenada, ou seja, um animal de cada vez e
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iniciando pela dose de maior concentracdo. Foram utilizadas as doses de 500 mg e 1000
mg/kg dos extratos brutos MCH e MFH, sendo utilizado como controle negativo o veiculo
(PBS, pH 7), utilizado para solubilizacdo dos extratos.

Os animais foram observados continuamente por periodo inicial de 4 horas,
contados apds a aplicacdo e, diariamente, por periodo de 14 dias. Os seguintes parametros
comportamentais foram avaliados: sinais de toxicidade geral, como os efeitos na
locomocdo, comportamento (agitacdo, atividade exploratéria reduzida, sonoléncia),
alterac@o na respiracdo, salivacdo, lacrimejamento, cianose de extremidades e mortalidade

(Litchfield e Wilcoxon, 1949; Lapa et al., 2008).

3.3.2.3.  Ulcera induzida por indometacina

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (n=6/grupo), pesando entre 200-
250g. Os grupos foram separados randomicamente em: controle negativo, tratado com
veiculo (PBS, pH 7) na dose de 10 mL/kg; controle positivo, tratado com suspensiao aquosa
de ranitidina na dose de 50 mg/kg e os tratados com os extratos brutos (MCH e MFH) de A.
fraxinifolium nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg; todos os grupos receberam o tratamento
pela via oral. Apés 30 minutos dos tratamentos, cada animal recebeu indometacina, na dose
de 30 mg/kg, via subcutanea. Apds quatro horas da administracdo da indometacina, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os estdbmagos retirados, abertos ao
longo da maior curvatura e lavados em dgua destilada, para realizacdo da contagem e
avaliacdo das lesdes produzidas. O indice de lesdes ulcerativas (ILU) foi calculado por
meio da somatdria dos parametros descritos a seguir (Quadro 1), de acordo com

metodologia descrita por Carlini (1988).
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Quadro 1. Pardmetros para avaliacio do indice de lesdes ulcerativas (ILU).

Parametro Pontuacao

Perda de pregas da mucosa Um ponto
Descoloraciao da mucosa Um ponto
Edema Um ponto
Hemorragia Um ponto

Dois pontos (até 10 petéquias)
Trés pontos (mais que 10 petéquias)

Petéquias (pontos de lesao)

*n x dois pontos
Ulceras * n X trés pontos
* n X quatro pontos

B3 a ~
onde n refere-se ao nimero de lesdes observadas.

3.3.2.4. Atividade antinociceptiva em modelo de algesia induzida pela formalina

Este modelo, inicialmente descrito por Dubuisson e Dennis (1977), consiste em
injetar uma substancia irritante, neste caso uma solu¢do de formalina (formaldeido:PBS) na
concentracdo de 2,5% no espaco subcutaneo da pata traseira de camundongos,
determinando o surgimento de alteragdes comportamentais que sdo traduzidas por respostas
motoras caracteristicas que permitem avaliar a intensidade da resposta nociceptiva ao
estimulo quimico. A resposta nociceptiva € medida pelo tempo que o animal permanece
lambendo, agitando e/ou mordendo a pata com solu¢do de formalina.

Os grupos foram separados randomicamente (n=6), o controle positivo foi tratado
pela via intraperitoneal (morfina 5 mg/Kg), enquanto que o controle negativo (veiculo:
PBS, pH 7) e os grupos experimentais (MFH: 50, 100 e 200 mg/kg) foram tratados pela via
oral. Ap6s 30 minutos, o controle positivo recebeu uma inje¢cdo da solugdo de formalina e,
ap6s uma hora, os demais grupos receberam a mesma injecao.

Logo apds a injecdo da solucdo de formalina, os animais foram colocados sob
campanulas de vidro e observados individualmente. O tempo que o animal passa lambendo,
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mordendo e/ou agitando vigorosamente a pata que contém a solu¢do de formalina foi
cronometrado durante um periodo de 30 minutos. Os primeiros 5 minutos apds a inje¢do da
solucdo de formalina correspondem a fase de sensibilidade dolorosa de cardter neurogénico
e, a partir de 15 minutos, tem inicio a fase de sensibilidade dolorosa de carater inflamatdrio

(Hunskaar e Hole, 1987).

3.3.2.5. Teste de atividade locomotora
3.3.2.5.1. Campo aberto (Open field)

Camundongos machos da linhagem Swiss (n=5/grupo) foram divididos em grupos
para avaliar os possiveis efeitos do MFH de A. fraxinifolium sobre a atividade locomotora.
Os animais foram tratados com diferentes doses de MFH de A. fraxinifolium (100, 200 e
400 mg/Kg) e veiculo (PBS, pH 7, 10 mL/kg). Apds uma hora, os camundongos foram
colocados individualmente em uma caixa de madeira (45x45x20 ¢cm) com o chio dividido
em nove quadrados iguais (15x15 cm). O nimero de quadrados ultrapassados com as
quatro patas foi medido no intervalo de tempo de trés minutos. O resultado foi expresso
com a média de quadrados ultrapassados no intervalo de tempo de trés minutos por grupo

tratado.

3.3.2.5.2. Barra giratéria (Rotarod)

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss (n=5/grupo) para avaliar
se o MFH de A. fraxinifolium possui atividade relaxante muscular ou sedativa nao
especifica. O aparelho de Rota Rod consiste em uma barra de trés centimetros de didmetro
subdividida em cinco compartimentos. A barra faz um movimento de rota¢do constante de

16 rotagdes por minuto. Para o desafio, os animais foram selecionados 24 horas antes,
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sendo excluidos aqueles que ndo permaneciam na barra por dois periodos consecutivos de
120 segundos.

Os animais foram tratados com MFH nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg ou veiculo
(PBS, pH 7) na dose de 10 mL/kg, pela via oral, uma hora antes do inicio do desafio. O
tempo de permanéncia maxima do animal na barra giratéria foi mensurado até 120
segundos. O desafio foi repetido por trés vezes consecutivas, mesmo se o animal caisse da
barra giratéria ou completasse o tempo de permanéncia méixima. Os resultados foram

expressos com o tempo médio que os animais mantiveram-se na barra giratéria em cada

grupo.

3.3.2.6. Edema de orelha induzido por 6leo de créton

Grupos de camundongos machos da linhagem Swiss (n=6/grupos), receberam pré-
tratamento com o MFH uma hora antes do agente irritante (Oleo de créton — Sigma-
Aldrich®) por duas vias de administracio: tépica (TO) e oral. Para uso tépico, o extrato foi
diluido em solucdo de acetona:dgua destilada (70:30; v:v) (acetona 70%) na proporcao
massa de extrato/mL. Para o tratamento oral, o extrato foi diluido em PBS, pH 7. O
controle negativo recebeu o veiculo (acetona 70% tépico na orelha direita ou PBS via oral)
e o controle positivo recebeu dexametasona (Sigma-Aldrich®) (5 mg/kg intraperitoneal ou 5
mg/mL TO).

Ap6s uma hora do tratamento, 20 pL da suspensao de 6leo de créton (5%) diluido
em acetona 70% foi aplicada na orelha direita, enquanto que a orelha esquerda foi tratada
apenas com o veiculo. Ap6s 4 horas, os animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical e fragmentos de sete milimetros de didmetro foram retirados de cada orelha. O
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edema induzido pelo 6leo de créton foi avaliado pela diferenga de massa entre as orelhas do

mesmo animal.

3.3.2.7. Edema de pata induzido por carragenina

Os experimentos foram conduzidos de acordo com Posadas e colaboradores (2004)
e Nunes e colaboradores (2007), com algumas modificagdes. O volume basal da pata
traseira direita de camundongos Swiss (n=8/grupo) foi avaliado em aparelho de
hidropletismémetro (Ugo Basile®) e, entdo, os grupos foram divididos randomicamente e
tratados pelas vias intraperitoneal e oral, sendo: controle negativo (veiculo — PBS, pH 7),
controle positivo (dexametasona — Sigma-Aldrich®, 5 mg/kg) e trés grupos experimentais
tratados por via oral nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg com MFH. Apé6s 30 minutos, a
inflamacdo foi induzida através da injecdo de 30 pL de carragenina 3% (Sigma-Aldrich®)
no coxim plantar da pata traseira direita nos grupos que receberam o tratamento
intraperitoneal; ja os grupos que receberam o tratamento via oral, a inducao foi realizada
uma hora apds o tratamento. A seguir, o edema produzido pela carragenina foi avaliado
ap6s 1, 2, 4, 6, 24, 48, 72 e 96 horas, sendo determinado pela diferenca entre o volume

medido e o volume basal.

3.3.2.8.  Tumor sélido de Ehrlich
3.3.2.8.1. Preparacgao das células
As células de tumor de Ehrlich foram mantidas na sua forma ascitica, no peritonio
dos camundongos, por passagens semanais com 5x10° células/animal. Para tanto, as células
foram descongeladas, ressuspendidas em PBS e centrifugadas por 5 minutos a 2500 rpm

(Centrifuge 5403, Epperdonf®), 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular
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novamente ressuspendido em PBS, em volume suficiente para preparar a suspensao celular
na densidade de inoculagio de 5x10° células/animal. Dois animais foram inoculados
(doadores) e, apds cinco ou seis dias, foram sacrificados, o liquido ascitico foi coletado e
submetido a processamento, para preparo da suspensdo de manuten¢do da linhagem ou para

preparo da suspensdo de trabalho.

3.3.2.8.2. Inoculag¢do nos Animais

Para os experimentos foram utilizados camundongos fémea da linhagem BALB/c
(n=7/controle negativo e positivo; n=8/grupos experimentais). As células foram preparadas
na densidade de 1x10° células/animal, em PBS com pH 7 e, a seguir, foram inoculados 60
puL/animal no tecido celular subcutdneo do dorso do animal (flanco). Posteriormente, os
animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos: controle negativo (veiculo —
PBS), controle positivo (doxorrubicina — 3 mg/kg) e os grupos tratados com MFH (100,
200 e 400 mg/kg). Os tratamentos tiveram inicio no 4° dia apds o inéculo das células, ou
seja, quando o tumor se tornou palpavel. Os animais foram tratados por via oral diariamente
por 14 dias. A evolucdo do peso corporal foi determinada através da pesagem dos animais a
cada trés dias. No 14° dia, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical
para a retirada do tumor e dos 6rgdos (ltero, ovdrio, rins, figado, baco, coracdo e pulmao),
que foram pesados e avaliados macroscopicamente.

A taxa de inibi¢do do tumor (%) foi calculada pela férmula: taxa de inibi¢dao = [(A-
B) / A]x100, onde A: média do peso do tumor do controle negativo, B: média do peso do

tumor do grupo experimental.
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3.3.2.9.  Analises dos resultados in vivo
Os resultados foram apresentados como média = desvio padrdo, avaliados pela
andlise de variancia (ANOVA) de uma via ou duas vias, seguida do teste de comparagdo de
média, o teste de Tukey (para uma via) ou Bonferroni (para duas vias). Valores de p
menores do que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia e
representados por: (1) p<0,05, *; (2) p<0,01, **; (3) p<0,001, *** Os cdalculos foram
realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism versao 5.00, San Diego

Califérnia, EUA.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extragdo e anélise dos extratos
A tabela 3 apresenta os resultados referentes ao rendimento dos processos de

extracio.

Tabela 3a. Rendimento dos extratos brutos das folhas e das cascas obtidos por sistema Soxhlet.

Cascas do caule Folhas
Diclorometanico 3,0% 7,5%
Etanol 70% 6,8% 7.4%
Tabela 3b. Rendimento dos extratos brutos das folhas e das cascas do caule obtidos por macera¢ao dindmica.
Cascas do caule Folhas
Diclorometanico 6,6% 7,0%
Etanol 70 % 3,8% 7,5%

As CCD contendo extrato bruto diclorometanico das folhas, em ambas as extracdes,
eluidas na fase moével (1) apresentaram resultado positivo para reacdo com solucdo de
anisaldeido/H,SO4. Aquelas que continham extratos brutos das cascas do caule e das folhas,

por maceracdo dindmica, e foram eluidas na fase mével (2) apresentaram resultado positivo
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para a solucdo de NP-PEG (somente o MFH), indicando a presenca de flavonoides e a
solucdo de cloreto férrico 2% (ambos os extratos, MCH e MFH), sugeriram a presenca de

taninos. (Figura 8) (Quadro 2).

Figura 8. Cromatografia em camada delgada

Cromatografias em camada delgada (CCD) dos extratos brutos de A. fraxinifolium eluidas em diferentes fases
moveis e reveladas para diferentes grupos de compostos. As CCD dos extratos SFD (A) e MFD (B) eluidas na
fase mével diclorometano:metanol e reveladas com solugdo de anisaldeido/H,SO,. CCD do MFH eluida na
fase mdvel com butanol:dcido acético:dgua destilada (C) e reveladas com solu¢do de NP-PEG e observada

sob luz UV (254 nm); (D) revelada com solu¢do de cloreto férrico 2%.
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Quadro 2. Presenga de classe de compostos ap6s a eluicdo das CCD nas fases méveis (1) e (2) e aplicacdo
dos reveladores.

Revelador Tipo de extracao
SCD | SCH | SFD | SFH | MCD | MCH | MFD | MFH
Solucéo de anisaldeido/H2S04 - - + - - - + -
Solucio de Dragendorff - - - - - - - -
NP-PEG - - - - - - - +
Solucio de cloreto férrico 2% - - - - - + - +

(+) indica a presencga da classe de compostos apds reagdo com revelador;
(-) ndo indica a presencga da classe de compostos apds reacdo com revelador;

Como o extrato MFH de A. fraxinifolium apresentou resultado positivo para as
reagdes com solucdo de NP-PEG e de cloreto férrico 2%, foi realizado o método de
identificacdo de compostos descrito na Farmacopeia Brasileira (2010) para validar os

resultados obtidos nas CCD (Figuras 9 e 10).

Figura 9. Reacdo para indicacio da presenca de flavonoides .

Reacdo para a indicacio de presencga de flavonoides no extrato MFH. A direita, o tubo de ensaio que recebeu
os reagentes para a reagdo de indicacdo de flavonoides; a esquerda, tubo de ensaio contento o extrato MFH

sem adicdo dos reagentes.
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Figura 10. Reacdo para indicagdo da presenga de taninos totais e condensados.

Reacdo para indicagdo da presenca de taninos totais e condensados do extrato MFH. O tubo de ensaio a
esquerda recebeu os reagentes para indicacido de taninos da amostra; a direita, o tubo de ensaio recebeu os

reagentes para indicacdo de taninos condensados.

Na figura 9, o tubo de ensaio da esquerda contendo o extrato bruto recebeu os
reagentes para a reacdo de indicacdo de flavonoides, enquanto o da direita somente o
extrato. Nota-se que ocorreu a mudanca de coloracdo, desenvolvendo a coloracio
avermelhada que indica reacdo positiva para a presenga de flavonoides.

Na figura 10, o tubo de ensaio da esquerda recebeu os reagentes para a indicagdo da
presenca de taninos totais, enquanto o da direita os reagentes para a indicacao da presenca
de taninos condensados. A presenca da coloragdo cinza-escuro indicou reac¢do positiva para
taninos totais na amostra, por outro lado, a reac@o para a presenc¢a de taninos condensados

foi negativa, pois ndo houve mudanca da coloracdo para o avermelhado.
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Os testes para identificacdo dos principais grupos de compostos quimicos presentes
em espécies vegetais revelaram a presenca de flavonoides e de taninos hidrolisdveis, sendo
estes os compostos majoritdrios do MFH de A. fraxinifolium. Geralmente, extragdes de
taninos hidrolisdveis podem ser realizadas com solugdes aquosas de acetato de etila, de
acetona, de etanol e de metanol (Hatano et al., 1988; Okuda et al., 1989; Quideau e
Feldman, 1996; Harborne e Williams, 2000; Mueller-Harvey, 2001; Arapitsas et al., 2007;
Markom et al., 2007; Garcia-Estévez et al., 2010; Gironi e Piemonte, 2011; Okuda e Ito,
2011). Extracdes com metanol sdo mais eficientes para obten¢do de taninos de baixa massa
molecular, no caso de partes vegetais que possuem elevada quantidade de enzimas, como a
casca do tronco ou o fruto, enquanto que a acetona € a preferida para os taninos de alta
massa molecular (Okuda et al., 1989; Mueller-Harvey, 2001).

Tian e colaboradores (2009) demonstraram que, para a técnica de extragdo por
sistema Soxhlet utilizando como solvente acetato de etila, a extracdo foi mais efetiva para
galotaninos de elevada massa molecular, enquanto que o etanol forneceu resultados médios
e de amplo espectro, pois foi capaz de extrair todos os galotaninos presentes. Porém, dados
da literatura demonstram que ndo existe um Unico processo de extracdo que possa ser
universalmente utilizado para todos os taninos hidrolisdveis e para todos os tipos de
amostras (Arapitsas, 2012).

Além disso, os resultados obtidos com as analises dos extratos brutos das cascas e
das folhas de A. fraxinifolium estdo de acordo com os dados encontrados na literatura.
Espécies do género Astronium (A. graveolens e A. urundeuva) possuem elevadas
quantidades de polifendis, flavonoides e taninos, sendo, para o ultimo, taninos hidrolisaveis

como majoritdrios (da Silva et al., 2011; Herndndez et al., 2014).

43



Portanto, o processo de escolha para extragdo dos compostos quimicos presentes
nos 6rgaos vegetais de A. fraxinifolium foi a maceracdo dinimica, pois é uma forma de
extracdo mais branda quando comparada ao sistema Soxhlet, utilizando solucdo aquosa de

etanol.

4.1. Testes de atividade farmacolégica in vitro
4.2.1. Atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo tumorais
Os resultados da atividade antiproliferativa da doxorrubicina, dos extratos brutos
das folhas e das cascas do caule de A. fraxinifolium em cultura de células tumorais e ndao

tumorais estdo apresentados nas figuras 11 e 12.

Figura 11. Atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo tumorais do quimioterdpico

padrdo doxorrubicina.
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Figura 12. Atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo tumorais dos extratos brutos de A.

fraxinifolium.
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Figura 12 (cont.). Atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo tumorais dos extratos

brutos de A. fraxinifolium.
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Figura 12 (cont.). Atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo tumorais dos extratos

brutos de A. fraxinifolium.
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Figura 12 (cont.). Atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo tumorais dos extratos

brutos de A. fraxinifolium.
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A andlise dos perfis da atividade antiproliferativa em células tumorais humanas
demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre os métodos de extracdo e os
solventes utilizados e, de maneira geral, a inibi¢do do crescimento celular ocorreu somente
na concentragdo mais elevada (250 pg/mL), sugerindo que os extratos brutos de A.
Jfraxinifolium podem conter substancias com atividade citostdtica. No entanto, o processo de

isolamento biomonitorado podera confirmar esta atividade.

4.3. Testes de atividade farmacolégica in vivo
4.3.1. Toxicidade aguda

A avaliacdo da toxicidade aguda foi realizada de acordo com o protocolo
internacional da OECD 425/2008, com algumas modificagdes para a administracdo da
substancia pela via IP.

Foram utilizados grupos com trés animais (n=3), se estes animais ndo fossem a
6bito, o grupo era completado para cinco animais (n=5). As doses dos extratos brutos foram
aplicadas uma tnica vez em progressdo ordenada, ou seja, um animal de cada vez e
iniciando pela maior dose. Foram administradas as doses de 500 mg e 1000 mg/kg dos
extratos brutos MCH e MFH de A. fraxinifolium, sendo como controle negativo o veiculo
(PBS, pH 7), utilizado para solubilizacdo dos extratos brutos.

Os animais foram observados continuamente por periodo inicial de quatro horas,
apds a aplicacdo das amostras, e diariamente, por um periodo de 14 dias. Os seguintes
pardmetros comportamentais foram avaliados: sinais de toxicidade geral, como os efeitos
na locomoc¢do, comportamento (agitagdo, atividade exploratéria reduzida, sonoléncia),
alterac@o na respiracdo, salivacdo, lacrimejamento, cianose de extremidades e mortalidade

(Litchfield e Wilcoxon, 1949; Lapa et al., 2008).
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Pela via oral (VO), a maior dose testada (1000 mg/kg) dos extratos MCH e MFH de
A. fraxinifolium ndo promoveram sinais de toxicidade durante as primeiras quatro horas de
observacdo, sendo assim, o restante do grupo recebeu a mesma dose. Durante o periodo de
observacdo de 14 dias, os animais ndo apresentaram alteracdes de comportamento, sinais de
toxicidade e variacdo do peso corpdreo. Apds 14 dias, os animais foram submetidos a
eutandsia, seus Orgdos (coracdo, pulmido, figado, rins, baco, utero, ovdrios) foram
analisados macroscopicamente e pesados. Os 6rgdos ndo apresentaram sinais de toxicidade
e variagdo significativas.

Pela via de administracdo intraperitoneal (IP), os animais que receberam extrato
bruto das cascas do caule de A. fraxinifolium (MCH) na dose de 1000 mg/kg apresentaram
sinais sugestivos de nocicep¢dao abdominal (contor¢cdes abdominais) nas primeiras duas
horas e diminuicdo do comportamento exploratério. Durante o periodo de 14 dias, ndo
houve alteragdes comportamentais, sinais de toxicidade e altera¢do do peso corpéreo. Apds
a eutandsia, seus 6rgdos nao apresentaram sinais de toxicidade e a variacdo de peso entre
eles ndo foi estatisticamente significativa.

Todavia, os animais tratados com extrato das folhas de A. fraxinifolium (MFH) pela
via intraperitoneal na dose de 1000 mg/kg apresentaram sinais de nocicep¢cdo abdominal
(contor¢des abdominais), diminuicdo do comportamento exploratério, ptose € morte em um
periodo de 24 horas. Sendo assim, a dose foi reduzida pela metade (500 mg/kg), que
induziu sinais de contor¢des abdominais, diminuicdo do comportamento exploratério e
ptose.

Os sinais de toxicidade que os extratos MCH e MFH de A. fraxinifolium
produziram, quando administrados pela IP, podem estar relacionados com a presenga dos

taninos nas amostras, que por essa via de administragao produzem efeitos hepatotdxicos.
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Pela via oral, os extratos ndo apresentaram sinais de toxicidade, pois por esta via os taninos
ndo apresentam biodisponibilidade.

A morte dos animais que receberam MFH de A. fraxinifolium nas doses de 1000
mg/kg e 500 mg/kg pode estar relacionada com os taninos que, quando administrados por
vias que ndo sofrem metabolismo de primeira passagem ou diretamente na cavidade
intraperitoneal, ocasionam uma quebra significativa de polirribossomas hepéticos, inibindo
a incorporacdo de aminodcidos nas proteinas. Além disso, ligam-se as proteinas
provocando sua precipitacdo e contribuindo com os efeitos téxicos (Chung et al., 1998).

A hepatotoxicidade do MFH de A. fraxinifolium pode ser comprovada com a andlise
bioquimica do soro plasmatico de dois dos trés primeiros animais que receberam a amostra,
por meio da dosagem da transaminase glutamica pirdvica (TGP) e transaminase glutdmica
oxalacética (TGO). O sangue foi coletado em microtubos de 1,5mL e, apds a sua
coagulagdo, o soro plasmadtico foi retirado com o auxilio de uma micropipeta, diluido 40
vezes, e uma aliquota de 20 uL dessa solugdo foi utilizada para a leitura em aparelho de

andlise quimica clinica Reflotron® Plus (Quadro 3).

Quadro 3. Quantificagdo das enzimas hepdticas a partir do soro plasmético diluido 40 vezes dos

animais que receberam MFH pela via IP.

Soro plasmatico TGP TGO
Animal 01 948 U/L 572 U/L
500 mg/kg
Animal 02 1112 U/L | 668 U/L
Animal 01 3792 U/ | 3724 U/L
1000 mg/kg
Animal 02 3544 U/L | 3412 U/L
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Em virtude dos sinais de toxicidade observados apds a administracdo do MCH e
MFH de A. fraxinifolium pela via de administracdo IP, a continuidade dos experimentos in
vivo foi realizada utilizando-se da via de administracdo oral para ambos os extratos de A.

fraxinifolium.

4.3.2. Ulcera induzida por indometacina

Os resultados deste modelo experimental estdo apresentados nas figuras abaixo de

acordo com o indice de lesdes ulcerativas (ILU) (Figura 13).

Figura 13. Ulcera induzida por indometacina.
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Figura 13 (cont). Ulcera induzida por indometacina.
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Indice de lesdes ulcerativas (ILU) induzidas por indometacina dos animais tratados com o farmaco
antiulcerogénico ranitidina e doses crescentes do extrato de A. fraxinifolium (A) MFH e (B) MCH,

administrados pela via oral.

7z

A indometacina, derivado inddlico, € uma droga anti-inflamatéria ndo esteroide
(AINEs), utilizada na clinica para diversos tipos de doencgas inflamatérias, como
osteoartrite e gota. Experimentalmente, ¢ um farmaco utilizado para indugdo de lesdes
gdstricas, devido ao seu potencial ulcerogénico relacionado a sua elevada poténcia anti-
inflamatoéria pela inibicdo da enzima ciclo-oxigenase do tipo 1 (COX-1) e ciclo-oxigenase
do tipo 2 (COX-2). Os distirbios gastrointestinais, gastrite e Ulceras produzidos por esse
grupo de medicamentos (AINEs) € consequéncia da inibicdo da COX-1, responsdvel pela
sintese de prostaglandinas que estimulam a produ¢do do muco gastroprotetor. Porém,

diversos estudos demonstraram que ambas isoformas estdo envolvidas no processo de

citoprotecao da mucosa géstrica (Suleyman et al., 2010).
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A ciclo-oxigenase € a enzima responsdvel por catalisar a primeira etapa de sintese
do 4cido araquidonico em seus metabdlitos: prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas,
que em condi¢des fisiolégicas é mediada pela isoforma COX-1. Porém, em processos
inflamatérios, a isoforma COX-2 € rapidamente induzida, tornando-se a principal
responsavel por esse processo. Assim, a inibicdo conjunta dessas duas isoformas leva a
formacdo de lesdo na mucosa géstrica pela reducdo da barreira mucoprotetora (Suleyman et
al., 2010).

Em trabalho realizado por Rao e colaboradores (1987), o extrato aquoso de A.
urundeuva reduziu o ILU em modelo de ulceras induzidas por aspirina em ratos. No
entanto, os resultados apresentados na figura 13, sugerem que os extratos hidroalcodlicos
de cascas e folhas de A. fraxinifolium ndo reduziram as lesdes ulcerativas produzidas pela
indometacina.

A atividade antiulcerogénica descrita na medicina popular para essa espécie é
consequéncia da presenca dos taninos que, precipitando proteinas na mucosa géstrica,
colaboram com os processos de citoprotecao.

Sendo assim, como ndo ocorreram diferencas significativas entre os efeitos
produzidos pelos extratos de folhas e caule, a sequéncia dos estudos para identificar a

possivel atividade farmacolégica foi realizada somente com o extrato obtido das folhas.

4.3.3. Atividade antinociceptiva em modelo de algesia induzida pela formalina
Este experimento analisou a possivel atividade antinociceptiva do MFH pela algesia
induzida pela injecdo intraplantar de formalina. A figura 14 apresenta a resposta
comportamental dos animais em duas fases distintas, a primeira (Fase I) correspondente a

dor neurogénica e a segunda (Fase II) a dor inflamatoria.
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Teste da formalina, representando as duas fases (fase I, dor neurogénica; fase II, dor inflamatéria) induzidas
com inje¢do de formalina de acordo com a reducgdo do limiar de nocicep¢do com diferentes doses de MFH,

administrado pela via oral.

7z

O teste da formalina é um modelo de dor persistente comumente utilizado na
triagem de novos agentes para o tratamento da dor pds-operatéria. Apesar do uso
disseminado do teste da formalina na pesquisa de novas drogas analgésicas, as informacgdes
quanto aos mecanismos que estdo por trds dos comportamentos defensivos produzidos pelo
formol é extremamente limitado (Shields et al., 2010). A injecdo de formalina na pata dos
animais induz comportamentos que podem ser mensurados, como lamber, morder ou
sacudir as patas (Dubuisson e Dennis, 1977).

As respostas comportamentais a formalina seguem um padrio bifdsico composto de
uma fase inicial aguda (primeira fase ou fase I), e por um periodo mais prolongado
(segunda fase ou fase II), de atividade comportamental aumentada, que pode durar até uma
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hora (Hunskaar e Hole, 1987). H4 um consenso de que os comportamentos da fase I
resultam da ativagdo aguda dos nociceptores pela formalina, enquanto os comportamentos
da fase II sdo impulsionados, em parte, pela sensibilizacdo central dos neurdnios
secundérios da medula espinhal (Tjglsen et al., 1992).

O periodo entre as fases ¢ denominado intervalo de quiescéncia. A primeira fase
inicia-se imediatamente apds a injecdo de formalina e se estende pelos primeiros cinco
minutos (dor neurogénica ou aguda), estando relacionada com a estimulacdo quimica direta
dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e, em parte, das fibras do tipo Ad e pela
liberacdo de aminodcidos excitatdrios, 6xido nitrico e substincia P. A segunda fase ocorre
entre 15 e 30 minutos apds a injecdo de formalina, sendo relacionada com a liberacdo de
mediadores pré-inflamatdrios, como bradicinina, prostaglandinas e serotonina (Hunskaar e
Hole, 1987; Tjglsen et al., 1992; Taylor et al., 1995; McCall et al., 1996; Puig e Sorkin,
1996; Taylor et al., 1997).

Viana e colaboradores (1997 e 2003) avaliaram a atividade nesse modelo
experimental de uma fracdo rica em taninos catéquicos e chalconas diméricas, extraida do
caule de A. urundeuva (M. urundeuva), administrada pelas vias IP e VO, que apresentaram
efeito anitnociceptivo significativo em ambas as fases do processo. Nota-se que as doses de
100 e 200 mg/kg do extrato das folhas de A. fraxinifolium também promoveram redugdo da
resposta comportamental ao estimulo nociceptivo em ambas as fases desse processo (figura
14).

A inibi¢do na segunda fase do processo nociceptivo nas doses de 100 e 200 mg/kg
de MFH sugere atividade anti-inflamatoria, provavelmente por inibicdo da COX, pois parte

dos mediadores inflamatdrios, responsaveis pelo estimulo nociceptivo causado no local da
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aplicacdo da formalina, sdao provenientes da conversdao do 4cido araquidonico em
eicosanoides pela COX (Euchenhofer et al., 1998).

Como o teste da formalina é realizado através da avaliacdo de caracteristicas
comportamentais relacionadas com a nocicepc¢do, substincias que possuem atividade
depressora do sistema nervoso central ou relaxante muscular podem produzir resultados
falsos positivos. Sendo assim, os testes de atividade locomotora, exploratéria e de
coordenagdo motora foram realizados com o objetivo de avaliar o comportamento dos
animais ap6s a administracdo do MFH de A. fraxinifolium e validar os resultados obtidos no

teste da formalina.

4.3.4. Teste de atividade locomotora
O modelo experimental do campo aberto avaliou se o MFH de A. fraxinifolium
interfere na atividade exploratéria e locomotora dos animais apds o tratamento pela via
oral.
De acordo com os resultados apresentados na figura 15, pode-se concluir que, nas
doses e via de administracdo utilizada, o extrato bruto das folhas (MFH) ndo induziu

alteracOes na atividade locomotora dos animais.
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Figura 15. Campo aberto (Open field)
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Atividade exploratéria dos animais em campo aberto (Open field), representados pela média de campos
explorados durante um intervalo de tempo de trés minutos apds uma hora da administrago, por via oral, do

MFH de A. fraxinifolium em diferentes doses.

Por outro lado, o modelo experimental da barra giratéria avaliou se o MFH de A.
fraxinifolium produz efeito sobre o tonus muscular, sobre a coordenacdo motora e ou
sedacdo. Apds a administracdo oral, pode-se concluir através dos tempos de permanéncia
na barra giratéria, que esse extrato nao produziu alteracdo sobre esses parametros (figura

16).
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Figura 16. Barra giratéria (Rotarod)
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Tempo médio de permanéncia, em segundos, de animais sobre a barra giratéria (Rotarod) apés uma hora do

tratamento, por via oral, de diferentes doses MFH de A. fraxinifolium.

Estes testes comportamentais de atividade exploratéria, locomocdo e coordenacio
motora corroboram a provavel atividade antinociceptiva do MFH de A. fraxinifolium,
observada no teste da formalina, pois os animais tratados com as doses do MFH, efetivas
no modelo de algesia induzida por formalina, ndo demonstraram alteracdes significativas

sobre a atividade locomotora (Figuras 15 e 16).

4.3.5. Edema de orelha induzido por dleo de créton
Neste experimento a atividade do MFH foi avaliada por duas vias de administracéo:

topica (TO) e oral. Os resultados foram expressos de acordo com a média das diferencas
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dos pesos de porcdes iguais obtidas das orelhas (tratada e ndo tratada) do animal e estdo

apresentados a seguir (Figuras 17a e 17b).

Figura 17. Edema de orelha induzido por éleo de créton.
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Edema de orelha induzido por 6leo de créton representado pelas médias das diferencas dos pesos das orelhas
com inflamacdo induzida em comparagdo as orelhas ndo inflamadas dos animais tratados com o farmaco anti-
inflamatério dexametasona (Dexa, IP ou TO) e diferentes doses do MFH de A. fraxinifolium pela (A) via oral

(B) e topica.
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O modelo do edema de orelha induzido em ratos e em camundongos tem sido
amplamente utilizado como triagem de compostos com potencial a¢do anti-inflamatéria,
tanto por a¢do sistémica quanto acao tépica. A inducdo do edema de orelha pode ser feito
por meio de diferentes agentes irritantes (6leo de créton, capsaicina, dcido araquidonico,
fenol, histamina) e permite avaliar os mecanismos de acao relacionados (Gébor, 2000).

O ¢6leo de créton é composto por ésteres de forbol, sendo o 12-O-tetracanoilphorbol-
13-acetato (TPA) majoritdrio. Estes provocam repostas inflamatérias locais e
hiperproliferativas, assemelhando-se a algumas doencas cutaneas (Marks, 1990; Gabor,
2000; Gébor, 2003). A aplicacdo tépica do 6leo de créton induz uma resposta inflamatdria
cutanea caracterizada por vasodilatacdao e formacdo de eritema nas primeiras duas horas.
Entre a quarta e sexta hora é verificado a aderéncia dos leucdcitos polimorfonucleares na
parede dos vasos e a degranulacdo de mastécitos. O aumento da espessura da orelha,
decorrente do extravasamento celular, atinge um pico maximo na sexta hora e tende a
diminuir atingindo os valores basais apds 24 horas. No entanto, a infiltracdo maxima de
leucécitos polimorfonucleares no tecido € atingida somente 24 horas apds a aplicagdao
topica do 6leo de créton (Young et al., 1983).

O processo inflamatério se inicia com a ativacdo da proteina quinase C, devido ao
TPA. Esta, por sua vez, promove a ativacao de outras cascatas enzimaticas que conduzem a
liberacdo de fator de ativacdo de plaquetas e de dcido araquidonico. A consequéncia desses
eventos promove aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo, migracdo de
leucécitos polimorfonucleares, libertagdo de histamina, serotonina e sintese de eicosandides
inflamatérios pelas enzimas ciclo-oxigenase (COX), S-lipooxigenase (5-LOX) e citocinas,
como prostaglandina E2 e o TNFa (Rao et al., 1993; Puignero e Queralt, 1997; Ferrandiz et

al., 1996; Wang et al., 2001; Murakawa et al., 2006).
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A aplicacdo do MHF de A. fraxinifolium foi realizada de duas maneiras: via tépica
ou oral. A figura 17a demonstra que a administracdo oral ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos tratados com MFH de A. fraxinifolium em relacdo ao grupo
controle negativo. Todavia, o grupo que recebeu dexametasona (5 mg/kg) apresentou
diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo tratado oralmente com PBS. Por
outro lado, os grupos que receberam a administracdo tépica do extrato MFH de A.
Sfraxinifolium na orelha apresentaram uma reducgdo significativa na média da diferenca dos
pesos das orelhas para os grupos tratados com as doses de 150 mg/mL e 300 mg/mL, em
relagc@o ao grupo controle negativo (Figura 17b).

O resultado pode ser justificado, uma vez que a administracdo do MFH de A.
fraxinifolium topicamente permite uma maior concentracdo dos compostos responsdveis
pela atividade anti-inflamatéria no sitio da inflamacdao (Gédbor, 2000). Além disso, os
AINEs e moléculas que possuem atividade semelhante sdo efetivos na inibi¢do do edema
induzido por 6leo de créton quando administrados topicamente, porém nao apresentam
efeito quando administrados por via oral (Carlson et al., 1985, Green e Shuster , 1987).

Além disso, Deharo e colaboradores (2004) demonstraram que o extrato
hidroalcodlico do caule de A. urundeuva (M. urundeuva) possui atividade inibitéria da
ADP, o que indica que a atividade anti-inflamatéria pode estar relacionada com a
inativacdo da via da COX. Dessa maneira, os resultados sugerem que a possivel atividade
anti-inflamatéria dos compostos do MFH de A. fraxinifolium atuam de maneira semelhante
aos compostos de A. urundeuva (M. urundeuva) com a conversdo do dcido araquiddénico em

mediadores inflamatdrios pela via da COX.

62



4.3.6. Edema de pata induzido por carragenina
Para verificar se a redu¢do do edema produzida pela aplicagcdo tépica do MFH de A.
fraxinifolium foi consequéncia de interacdo local com o 6leo de créton ou acdo dos
componentes do extrato com atividade anti-inflamatéria, o MFH de A. fraxinifolium foi
avaliado em outro modelo de edema de pata induzido por carragenina, ap6s administracao
oral. Neste modelo, o volume da pata injetada com carragenina foi determinado em

diferentes tempos e o resultado foi expresso como variagdao do volume da pata (figura 18).
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Figura 18. Edema de pata induzido por carragenina.

-~ Veiculo (PBS) VO
= Dexa Smg/kg IP

-+ MFH 100 mg/kg VO
-+ MFH 200 mg/kg VO
1/ MFH 400 mg/kg VO

o ¥ o > o
N YV O o ¥

Tempo (horas)

Edema de pata induzido por carrageninia representado com a variacdo média do volume das patas de
camundongos que receberam injecao intraplantar de carragenina para induc¢do da inflamacao, tratados com o
anti-inflamatdrio dexametasona (Dexa), por via IP, e diferentes doses de MFH de A. fraxinifolium, por via

oral.

O modelo de edema de pata induzido por carragenina € amplamente utilizado para
triagem de compostos que possuem acdo semelhante aos AINEs, sendo aceito como

ferramenta para investigacao de novas drogas anti-inflamatorias (Posada et al., 2004).
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O aumento da permeabilidade vascular que, consequentemente, promove O
extravasamento de exsudato através do compartimento intersticial intravascular forma o
edema, caracteristica essencial da inflamacdo aguda (Aller et al., 2007). A inducdo do
edema por carragenina em camundongos possui uma resposta bifasica, na qual a primeira
fase tem inicio apds a inje¢do de carragenina e permanece por até seis horas, com um pico
inflamatério, geralmente apds quatro horas da indugdo. A segunda fase inicia-se apds as
seis horas e se estende por até 96 horas, com picos de inflamacdo entre 48 e 72 horas
(Seibert et al., 1994; Posada et al., 2004).

Durante a primeira fase do edema, hd a participacdo de serotonina, histamina
fosfolipase A2, eicosanoides, prostaglandinas, leucotrienos e 6xido nitrico (NO), enquanto
que os mediadores na segunda fase produzem um edema dependente da mobilizacdo celular
(neutréfilos, mondcitos e macréfagos), aumento da expressao de COX-2 e na liberagdo de
prostaglandinas e diminui¢do da producdo de NO (Frode et al., 2001; Nunes et al., 2007;
Pedernera et al., 2010).

Os resultados obtidos (figura 18) sugerem que o extrato de A. fraxinifolium, nas
doses de 100 e 200 mg/kg, produziu reducdo significativa do edema somente na segunda
fase do processo inflamatério, quando a fase celular do processo € mais intensa. Viana e
colaboradores (1997) obtiveram resultados semelhantes quando administraram oralmente
uma fracdo rica em taninos extraidos da casca de A. urundeuva (M. urundeuva). Nesse
trabalho, a fra¢do rica em taninos inibiu de maneira significativa a migracdo de leucdcitos

dependentes e independentes da resposta inflamatéria e de neutréfilos.
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4.3.7. Tumor s6lido de Ehrlich

Este experimento avaliou o MFH de A. fraxinifolium no modelo tumoral de Ehrlich
solido de flanco. Células tumorais foram inoculadas no tecido subcutaneo do flanco dos
animais e o desenvolvimento tumoral foi acompanhado por 14 dias de tratamento, bem
como os sinais clinicos dos animais. Neste modelo experimental, dose de 100 mg/kg
reduziu significativamente o desenvolvimento tumoral (Figura 19). Em relacdo a
porcentagem de reducdo do peso tumoral, os tratamentos apresentaram 75,24%, 61,90%,
15,90% e 27,75% de redugdo no peso tumoral para doxorrubicina (3 mg/kg) e para o
extrato das folhas de A. fraxinifolium nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, respectivamente
(Figura 20).

Além disso, o controle de massa corpdrea dos animais, a cada trés dias, avaliou os
possiveis efeitos téxicos da amostra e auxiliou na readaptacdo das doses de acordo com a
massa corporea dos animais (Figura 21). Ao final do 14° dia, os animais foram
eutanasiados para retirada do coracdo, pulmdo, figado, rins, baco, dtero e ovério que, a
seguir, foram pesados e avaliados macroscopicamente para identificacdo de possiveis
efeitos toxicos durante o periodo de tratamento. Porém, nenhum dos parametros avaliados

demonstrou diferencas significativas entre os grupos tratados e o grupo controle negativo.
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Figura 19. Massa tumoral.
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Massa tumoral representada pelo peso médio tumoral dos animais tratados com o quimioterdpico

doxorrubicina, pela via intraperitoneal, e diferentes doses do MFH de A. fraxinifolium, pela via oral.

Figura 20. Porcentagem de inibicdo do crescimento tumoral.
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Porcentagem de inibi¢do do crescimento tumoral dos grupos tratados com o quimioterdpico doxorrubicina,
pela via intraperitoneal, e diferentes doses de MFH de A. fraxinifolium, pela via oral, em compara¢do com o

grupo controle negativo, tratado com PBS.
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Figura 21. Variacdo da massa corpdrea.
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Variacdo da massa corpérea dos animais, aferidas a cada trés dias, no decorrer dos dias experimentais do

tumor sélido de Ehrlich com diferentes tratamentos; doxorrubicina, pela via intraperitoneal, e MFH de A.

fraxinifolium em diferentes doses, pela via oral.

O cancer ¢ um grupo de doencas que tém em comum o crescimento celular
desregulado. Modelos experimentais de cancer transplantivel possuem a vantagem de
serem de baixo custo, facil reprodutibilidade e acessibilidade (Cespedes et al., 2006).

O Tumor de Ehrlich € um tumor sélido, derivado de adenocarcinoma de mama
murino, com caracteristicas agressivas e de rdpido crescimento, podendo se desenvolver
nas formas ascitica e sélida, dependendo do local de inoculagdao (Segura et al., 2000;
Nascimento et al., 2006; Silva et al., 2006; Gomes et al., 2008; Sakai et al., 2010). Além

68



disso, o tumor de Ehrlich € indiferenciado, transplantavel, com hiperdiploidia e sem
antigeno especifico de tumor. Assemelha aos tumores humanos, que sdo os mais sensiveis a
quimioterapia, por ser indiferenciado e tem uma taxa de crescimento rdpida (Ozaslan et al.,
2011).

Diante disso, o modelo do cancer de Ehrlich confere vantagens quanto ao
conhecimento prévio da quantidade e caracteristicas iniciais da inoculacdo e, também, o
rdpido desenvolvimento do tumor torna o experimento com menor tempo de duragdo
(Stewart, 1959).

O tumor sélido de Ehrlich foi inoculado no flanco dos animais, pois dessa maneira
pode-se avaliar a atuagdo sistémica do extrato de A. fraxinifolium. Nota-se que na menor
dose (100 mg/kg) o extrato apresentou maior inibi¢do do crescimento tumoral (Figura 19).
Além do mais, mediadores inflamatdrios, como interleucina-1 e TNF-o, participam de
ambos 0s processos e contribuem para o processo da angiogénese (Aggarwal et al., 2006;
Vendramini-Costa e Carvalho, 2012).

Compostos que atuam no processo inflamatério podem atuar nesta via,
consequentemente, o tumor ndo forma uma rede vascular e ndo é nutrido pelo sangue
oxigenado, que resulta no ndo desenvolvimento tumoral. De acordo com os resultados
obtidos em modelos de edema de orelha e de pata, pode-se sugerir que o extrato atuou no
processo inflamatdério presente no ambiente tumoral diminuindo seu crescimento. A figura
22 mostra os tumores nos animais, os tumores representados na figura 22a s@o os tratados
com PBS, ji os tratados com a dose de 100 mg/kg estdo na figura 22b. Nota-se,
visualmente, que ao redor dos tumores do grupo tratado com PBS ocorreu maior
prevaléncia de vasos sanguineos, enquanto que nos tratados com a dose de 100 mg/kg do

MFH houve menor prevaléncia dos vasos sanguineos ao redor.
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Figura 22. Tumores sélidos de Ehrlich.

Tumores sélidos de Ehrlich inoculados no tecido subcutineo do dorso dos animais que foram tratados, por via

oral, com (A) PBS e (B) MFH de A. fraxinifolium na dose de 100 mg/kg.

Angiogénese € o processo pelo qual novos vasos sanguineos sdo gerados a partir dos
vasos pré-existentes. E uma parte integrante de ambos os processos de desenvolvimento e

de numerosas patologias, que podem incluir o crescimento de tumores € metastases e
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doengas inflamatorias. Plantas e compostos naturais com atividade antioxidante, também
tem sido referidos como possuir propriedades anti-angiogénicas, devido a regulacdo de
mediadores como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Aisha et al., 2012).
Além disso, grupos quimicos presentes no extrato metandlico das folhas de A. graveolens
foram capazes de atuar sobre fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
(Hernandez et al., 2014).

Outras espécies do género Astronium, A. graveolens e A. urundeuva (M.
urundeuva), demonstraram potente acdo antioxidante. A atividade antioxidante pode ser
relacionada com os teores de compostos polifendlicos dos extratos (Desmarchelier et al.,
1999; Hernéndez et al., 2014). Além disso, a atividade antioxidante poderia desempenhar
um papel importante na atividade anti-inflamatéria (Desmarchelier et al., 1999).

Sendo assim, os dados demonstrados sugerem que o MFH de A. fraxinifolium atue
em mediadores quimicos que desempenham fun¢des tanto em processos inflamatorios
quanto em processos de desenvolvimento tumoral. Esses dados preliminares sugerem o
aprofundamento dos estudos visando a identificacdo das vias comuns envolvidas nos

efeitos anti-inflamatorios e antitumorais.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Na obtencao dos extratos brutos do caule e das folhas de A. fraxinifolium, o extrato
de folhas possuiu melhor rendimento em relagdo ao de caule em ambos os métodos de
extra¢do. Sendo que, para o extrato de folhas, os métodos de extragcao demonstraram pouca
diferenca no rendimento entre eles. Assim, o método de extracdo por macera¢ao dinamica
foi o escolhido por ser uma extragao branda e de maior facilidade em relagdo ao sistema
Soxhlet.

As andlises realizadas por CCD indicaram a presen¢a de flavonoides e taninos,
sendo estes compostos majoritdrios nos extratos brutos. A avaliacdo por testes de
colorimetria demonstrou reagdo positiva para flavonoides e para taninos hidrolisaveis no
MFH.

No teste de atividade antiproliferativa em linhagens tumorais e ndo tumorais, 0s
extratos brutos de caules e folhas de A. fraxinifolium demonstraram um perfil de atividade
citostdtica nos diferentes tipos extragao.

No modelo de dlcera induzido por indometacina, os MCH e MFH de A.
fraxinifolium ndo demonstraram atividade gastroprotetora quando comparados com o grupo
sem tratamento.

No modelo de antinocicep¢dao, o MFH de A. fraxinifolium promoveu a diminuicao
do estimulo nociceptivo induzido pela formalina em ambas as fases, dor neurogénica e dor
inflamatdria, quando comparado com o grupo que nao recebeu nenhum tratamento.

Nos modelos de inflamacdao, o MFH A. fraxinifolium demonstrou atividade quando
administrado pela via tépica no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton,

por outro lado, ndo demonstrou atividade quando administrado pela via oral. No modelo de
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edema de pata induzido por carragenina, o MFH de A. fraxinifolium demonstrou atividade
anti-inflamatéria e reduziu o edema dos grupos tratados.

No teste do tumor s6lido de Ehrlich de flanco, o MFH de A. fraxinifolium promoveu
uma regressao do crescimento tumoral. Sendo o tumor sélido de Ehrlich um modelo de
cancer inflamatério, os resultados corroboram os dados demonstrados nos modelos de
inflamacdo.

Porém, esses resultados sugerem a necessidade de testes complementares para a

avaliacdo dos compostos que atuam nas atividades anti-inflamatdria e antitumoral.
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7. ANEXOS

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o conteido de minha Dissertagdo de Mestrado intitulada
Avaliagéo das atividades farmacolégicas dos extratos brutos de Astronium fraxinifolium Schott.
(Anacardiaceae)

() nado se enquadra no § 4° do Artigo 1° da Informagédo CCPG 002/13, referente a bioética e
biossegurancga.

Tem autorizagéo da seguinte Comissao:
() CIBio — Comisséao Interna de Biosseguranga , projeto No. , Instituicéo:

( X )CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais , projeto No. 3029-1; 3030-1; 3362-1; 3363-
1; 3364-1, Instituicao: Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.

() CEP - Comissao de Etica em Pesquisa, protocolo No. , Instituigéo:

* Caso a Comisséo seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizagao
dada ao trabalho. Se a autorizagdo néo tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagdo, devera ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagdo apresentado.

Orientador: Pfof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho

Para uso da Comisséo ou Comité pertlnente
(Y) Deferido () Indefendo
( e

Bl it Prof. b lfﬂfmlﬂllm
Presidente da Cohnissdo de Etica mo Uso de
Animais CEUA/UNICAMP

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente:
() Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura
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Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Avaliacdo da atividade locomotora dos

animais apés administracio dos extratos brutos de Astronium fraxinifolium"
(protocolo n°® 3463-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de
Carvalho / Rafael Rosolen Teixeira Zafred, esta de acordo com os Principios

Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislacao vigente, LEI
N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o
uso cientifico de animais, e 0 DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

A aprovacéo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizacao prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CiBio.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 06 de agosto de
2014.

Campinas, 06 de agosto de 2014.

Prof. Dr. Alex'andre Leite Rodrigues de Oliveira FétimafKIonso

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Avaliagdo da atividade antitumoral dos
extratos brutos de Astronium fraxinifolium" (protocolo n° 3464-1), sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Rafael Rosolen

Teixeira Zafred, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e com a legislagdo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 20089.

A aprovagéo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagdo prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CIBio.

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 06 de agosto de
2014.

Campinas, e agosto de 2014.

) 3

J
Prof. Dr. /)’lexandre Leite Rodrigues de Oliveira Fatima Mso

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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