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RESUMO

O conhecimento sobre plantas medicinais constitui, inimeras vezes, o Unico
recurso terapéutico de diversas comunidades e a busca de novos compostos
bioativos a partir da rica biodiversidade brasileira € uma estratégia com reflexos
econémicos e sociais reconhecidamente positivos. Adicionalmente, parte da
floresta tropical & explorada para a producao de madeira, gerando anualmente
cerca de 10 milhdes de toneladas de residuos, nos diversos processos industriais
de manufatura. Unindo a busca de principios ativos com a possibilidade de uso
dos rejeitos da industria madeireira, a presente pesquisa teve por principal objetivo
avaliar a potencial aplicacdo farmacoldgica do extrato bruto diclorometanico (EDB)
e do extrato bruto etandlico (EBE), obtidos a partir dos residuos de quatro
espécies tropicais (Tabebuia sp, Bowdichia nitida, Dipteryx odorata e Myroxyion
balsamum). Inicialmente todos os extratos foram testados para averiguar possivel
atividade anticancer, em cultura de células tumorais humanas. O EBD de
Tabebuia sp, na concentracao de 2,5 yg/mL, apresentou agdo citocida para as
linhagens tumorais representativas de adenocarcinoma ovariano, melanoma e
leucemia. O EBE da B. nitida demonstrou atividade citocida, na concentracéo de
25 pg/mL para as linhagens tumorais representativas de adenocarcinoma
prostatico, leucemia e melanoma. O EBD de D. odorafa, na concentragcdo de
25 ug/ml, apresentou atividade citocida seletiva para leucemia e carcinoma
ovariano. O EBD de M. balsamum demonstrou agao citocida, na concentracao de
25 ug/mL, para as linhagens tumorais representativas de melanoma,
adenocarcinoma colorretal, prostatico e renal, carcinoma mamario € mamario-
resistente, leucemia. Entre os extratos ativos o EBD de M. balsamum foi
selecionado para estudos em outros modelos experimentais. No teste geral de
atividade em camundongos esse exirato apresentou atividade depressora do
sistema nervoso central (SNC), chegando a produzir hipnose profunda, e atividade
antinociceptiva. Em modelos de Ulcera gastrica reduziu as ulceragdes produzidas
por antiinflamatério e etanol e, em ligadura de piloro reduziu a secregéo acida. A
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atividade farmacologica do EBD de M. balsamum observada em diversos modelos
experimentais pode ser conseqiéncia da variedade de compostos quimicos
presente no extrato, indicando a necessidade de estudos para determinagdo do
mecanismo de agao e identificagao dos principios ativos.

Palavras Chave: residuos madeireiros, atividade anticancer, atividade

antiulcerogéncia, hipnose.



ABSTRACT

The knowledge about the use of medicinal plants is, innumerable times, the only
therapeutic resource for several communities; and to search new bioactive
compounds from Brazilian biodiversity is one strategy with positive economic and
social consequences. Additionally, part of the tropical forest is explored for lumber
and wood based products, generating annually about 10 million tons of residues, in
the industrial manufacture processes. Joining the search of active principles with
the possibility to use of lumber industry reject, the present research had as main
objective to evaluate the potential for pharmacologic application of
dichloromethane gross extract (EDB) and ethanol gross extract (EBE), extracted
from residues of four tropical species (Tabebuia sp, Bowdichia Nitida, Dipteryx
odorata e Myroxylon balsamum). Initially all the extracts had been tested to
anticancer activity, in cultured human tumor cells. The EBD of Tabebuia sp, at
concentration of 2,5ug/mL, presented cytocide activity to ovarium carcinoma,
melanoma and leukemia. The EBE of B. nitida at 25ug/mL concentration showed
cytocide activity to prostate adenocarcinoma, leukemia and melanoma. The EBD
of D. odorata, at concentration of 25ug/ml, presented selective cytocide activity for
leukemia and ovarium carcinoma. EBD of M. balsamum demonstrated cytocide
action, at concentration of 25 ug/mL, to melanoma, leukimia, breast and breast-
resistant carcinoma, prostate, colon and kidney adenocarcinoma. The EBD of
Myroxylon balsamum was experimented in other models, resulting depressing
activity on central nervous system (CNS), such as hypnosis; antinoceptive action
and untiulcer action. The wide range of M. balsamum EDB could be attributed to its
particular chemical composition. Those results stimulate the continuity of studies

with lumber residues, in the search of new therapeutic drugs.

Key words: lumber residue, anticancer activity, antiulcer activity, hypnosis.
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No inicio do século XX os medicamentos de origem vegetal constituiam a base
para a terapia medicamentosa, mas devido a rapida introdugdo de novas drogas
através do desenvolvimento da sintese organica, atualmente cerca de 50% dos
medicamentos s@o de origem sintética e cerca de 25% s&o originarios de plantas,
isolados diretamente ou produzidos por sintese a partir de um precursor vegetal
(Carvalho, 2001).

Segundo Maciel et al (2002), o conhecimento sobre plantas medicinais constitui,
muitas vezes, o Unico recurso terapéutico para muitas comunidades; sendo este
conhecimento valorizado e transmitido de geracdo a geracdo. Terapias
convencionais, com tratamento medicamentoso elaborado através do processo
industrial, podem apresentar restricbes quanto a eficiéncia, manifestacbes de
reagOes colaterais indesejadas (Rates, 2001) e o custo elevado (Maciel at al.,
2002). Num pais em desenvolvimento e com rica biodiversidade, seria razoavel
que a procura por novos medicamentos deva incluir também as plantas
medicinais. Nos grandes centros urbanos e especialmente nas regides mais
pobres do pais, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados
populares e até mesmo cultivadas em residéncias para consumo préprio (Maciel et
al., 2002).

O Brasil com clima tropical tem cerca de 60% de sua extensao territorial coberta
por florestas, divididas em tropicais (maior parte), cerrado e floresta atlantica. Tal
variabilidade ambiental denota uma das mais elevadas taxas de biodiversidade e,
especificamente para as florestas tropicais, uma enorme diversidade biologica e
genética (Pavan-Fruehauf, 2000). Estima-se que cerca de 20% da biodiversidade
mundial encontra-se nas florestas brasileiras (Suffredini et al., 2004), sendo a
floresta tropical a que apresenta maiores probabilidades para a descoberta de
novas drogas (Stepp, 2004).



Este quadro revela um potencial imenso para os estudos de plantas medicinais,
pois se estima que a possibilidade de elaboragdo de novos medicamentos é
proporcional ao nimero de espécies existentes (Pavan-Fruehauf, 2000). Visando
otimizar o processo para obtengdo de novos principios ativos de origem natural,
novas tecnologias tém sido introduzidas de forma a promover inovagdes na
industria farmacéutica (Seidl, 2002).

Para o estudo cientifico de plantas medicinais €& preciso uma abordagem
interdisciplinar, pois este envolve processos como selegdo das espécies vegetais
e estudos etnofarmacologicos, botanicos, agrondémicos, fitoquimicos e
farmacoldgicos (Pavan-Fruehauf, 2000; Maciel et al., 2002). Ao iniciar uma
pesquisa com plantas medicinais podem-se utilizar informagdes cientificas e/ou de
origem popular. O passo seguinte consiste na identificagédo das espécies, assim
como sua disponibilidade para pesquisa, considerando fatores ambientais e
ecoldgicos para sua execugdo. Economicamente, a conservagcdo de plantas
medicinais compreende aspectos sociais como as atividades relacionadas ao
plantio, ao processo de comercializagdo e a melhoria nas condigbes basicas de

assisténcia a saude (Elisabetsky, 1987; Rates, 2001).

Sabe-se que a planta produz uma diversificada gama de substancias diferentes, e
apenas uma ou algumas s&o responsaveis pela atividade terapéutica, portanto se
faz necessario dispor de testes farmacolbgicos relativamente simples, mas
sensiveis, para detectar a atividade procurada nos extratos e fracbes obtidos
(Hamburger & Hostettmann, 1991). A procura de principios ativos de origem
vegetal apresenta limitagdes como sazonalidade, tempo de crescimento e
quantidade de matéria bruta necessaria para obtencéo de doses minimas dos
extratos. Tais caracteristicas ocasionam dificuldades no decorrer do
desenvolvimento do estudo; sendo necessério procurar estratégias para
solucionar ou, ao menos, amenizar o problema (Cragg & Newman, 1999).
Adicionalmente, sdo citados como obstaculos a ampla variedade de compostos



quimicos encontrados e a necessidade de reprodutibilidade da atividade dos
extratos (Cordell, 2000).

Os principios ativos podem ser obtidos a partir das diferentes partes do vegetal,
como folhas, flores, raizes e caule. Nas espécies arbdreas tropicais o caule, ou
tronco, usualmente é explorado para a obtencéo de madeira, e raramente avalia-
se a possibilidade da extracdo de substancias quimicas. Considerando as
espécies vegetais arbéreas, o Brasil apresenta vantagens comparativas que
ampliam consideravelmente 0 potencial para obtengdo (identificagdo ou
isolamento) de principios ativos para fins medicinais. Como anteriormente
salientado, as florestas brasileiras, notadamente a Floresta Tropical ou
Amazénica, possuem a maior diversidade de espécies arboreas do mundo. De
acordo com Siqueira & Souza (1990), a Floresta Amazodnica apresenta um volume
de madeira entre 150 e 250 metros cubicos por hectare, constituida, na maioria

dos casos, de 300 a 1000 espécies diferentes.

A exploragdo comercial dessa riqueza natural é regulada pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), 6rgao executor
das politicas estabelecidas pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA). Uma das
exigéncias legais 4 a execugao de um Plano de Manejo Florestal Sustentavel
(Instrugdo Normativa niamero 4, de 04/03/2002, MMA).

O manejo sustentavel pode ser conceituado como a administragéo da floresta para
obtengéo de beneficios econdmicos € sociais, respeitando-se os mecanismos de
sustentagdo do ecossistema (IBAMA, 2003). Na prética, esse conceito implica na
extragdo constante de diferentes espécies arboreas, predominantemente
direcionadas para a produgéo de madeira serrada.



Na extragéo da tora sdo gerados residuos florestais (folhas, galhos, frutos), e na
producdo da madeira serrada e na manufatura de seus produtos sdo gerados
residuos industriais ou madeireiros.

Esses residuos (madeireiros) se destacam como uma fonte pouco explorada e,
apesar do beneficio social gerado pela industria madeireira, agrega pouco valor ao
produto final; por isso faz-se necessario a procura de alternativas para o
aproveitamento desse material (Iwakiri, 2000). Uma vez que a manufatura de
produtos a base de madeira estd concentrada em um numero reduzido de
espécies (considerando-se a diversidade total), pode-se prever que o conveniente
emprego dos residuos dessas espécies na busca de principios ativos podera
proporcionar vantagens, como por exemplo, a disponibilidade constante de
consideravel volume para a realizagdo do processo extrativo e a subseqiiente
avaliagdo farmacoldgica.

Os residuos da industrializagdo da madeira, ilustrados na Figura 1, podem ser
classificados em dois grupos (Borges, 1993).
a) grossos: apresentam dimensdes maiores como aparas, costaneiras,

pontas, raspas, cavacos;

b) finos: apresentam dimensées pequenas, como serragem.

T L T Il":'l- Lod
Figura 1. llustracéo dos residuos madeireiros dos tipos grosso (A) e fino (B).



O consumo total de madeira em toras no Brasil é da ordem de 300 milhdes de
metros cubicos por ano (Freitas, 2004). Cerca de 9,3% desse volume é
representado por espécies tropicais, destinadas a producdo de madeira serrada e
produtos derivados (ABIMCI, 2003). Embora a participagdo percentual das
espécies tropicais seja pequena, o processo de transformagdo mecénica em

serrados € o que gera a maior quantidade de residuos na industria.

O indice de conversdo de toras em madeira serrada é da ordem de 40 a 60%
significando, em termos médios, que para cada metro cubico de madeira
produzido € gerada quantidade equivalente de residuos, na forma de serragem,
costaneira e outros pedagos menores. Esses residuos, quando utilizados,

destinam-se principalmente a queima para geragao de energia (lwakiri, 2000).

Adicionalmente, quando a madeira serrada é industrialmente transformada em
outros produtos (como pisos, por exemplo), cerca de 50% do volume inicial é
perdido na forma de residuos, ao longo do processo de beneficiamento
(Jankowsky, Luiz & Andrade, 2004).

A partir das informagdes de produgdo e consumo de madeira divulgadas pela
ABIMCI (2003), pode-se estimar que anualmente sdo gerados 10 milhdes de
toneladas de residuos de madeiras tropicais, sendo que aproximadamente 2,0%
(0,2 milhdes de toneladas) sdo gerados nas indUstrias de pisos de madeira

maciga.

A madeira € constituida basicamente por celulose, hemicelulose e lignina. Em
adicao a estes componentes principais, encontram-se compostos sollveis em
agua e em solventes organicos, intitulados extrativos, estes podem ser: 1.
terpenos e derivados; 2. compostos fendlicos (flavanoides, estilbenos, quinonas,
lignanas e taninos); 3. carboidratos; 4. compostos de nitrogénio (Lepage et al.,
1986).



Os residuos gerados no processamento mecanico apresentam as mesmas
caracteristicas quimicas da madeira original, desde que ndo tenham recebido
nenhum tratamento fisico ou quimico; e a obtengdo de principios ativos ou
compostos quimicos com propriedades terapéuticas a partir desses residuos
constitui uma das alternativas mais promissoras para agregar valor aos produtos
da exploragéo florestal e, assim, contribuir para viabilizar o manejo sustentavel da

floresta tropical.

Com o objetivo de avaliar a possibilidade de utilizagéo dos residuos madeireiros
na obtencdo de principios ativos, a atividade anticancer dos extratos de Ipé
(Tabebuia sp), Sucupira (Bowdichia nitida), Cumaru (Dipteryx odorata) e Cabreluva
vermelha (Myroxylon balsamum) foram testadas em cultura de células tumorais
humanas.

A avaliagdo da possivel atividade antiproliferativa, em cultura celular, das espécies
estudadas possibilita a selecdo da(s) espécie(s) promissora(s) para dar
continuidade ao estudo das demais atividades farmacolodgicas, tais como agédo
antinociceptiva, antiulcerogénica e atividade depressora do sistema nervoso
central (SNC), realizados na Divisdo de Farmacologia e Toxicologia, do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA,
UNICAMP).



OBJETIVOS



Esta pesquisa teve como objetivos:

- Avaliar a atividade antiproliferativa de extratos de residuos madeireiros em

cultura de células tumorais humanas e identificar a espécie mais promissora;

- Avaliar atividade farmacolégica antiulcerogénica, antinociceptiva e acao sobre

o0 sistema nervo central da espécie promissora;

- Demonstrar a possibilidade do aproveitamento de residuos madeireiros para
busca de compostos ativos com atividades farmacolégicas:

- Contribuir para a sustentabilidade do manejo florestal, pela possibilidade de

agregar valor aos residuos da industria madeireira.
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MATERIAL ARBOREO
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1. Ipé — Tabebuia sp (Bignoniaceae)

As diversas espécies do género Tabebuia, encontradas na floresta tropical sao
popularmente conhecidas como ipé (vulgarmente nominadas segundo a cor de
suas flores, como roxo, amarelo, verde, branco) e muito utilizadas empiricamente
por comunidades (Dinnen et al., 1997).

A madeira dessas espécies é extremamente pesada e dura ao corte, cerne pardo-
acastanhado, geralmente uniforme e as vezes com reflexos esverdeados, textura
fina a média, uniforme; gré direita ou revessa, sua superficie € medianamente lisa
ao tato e pouco lustrosa, néo apresenta odor ou sabor caracteristicos (Manieri &
Chimelo, 1989).

Espécies deste género apresentam na composicdo de seus metabdlitos
secundérios uma quinona conhecida como lapachol (Renou, 2003), com ja
conhecidas atividades antiproliferativas (Dinnen, 1997; Renou, 2003). O lapachol é
solivel em solventes mais polares, como descrito por Renou (2003), que realizou
uma extracdo com solventes por particdo, utilizando o extrato aquoso obtido para
os estudos de atividades antineoplasicas. Na procura por novas drogas
antiproliferativas, um dos maiores enfoques encontra-se naquelas que promovem
redugéo de metastases. O lapachol, segundo Balassiano et al (2005), em estudo
realizado em cultura de células HelLa, demonstrou grande potencial para reducdo
de metastase.

2. Sucupira — Bowdichia nitida (Spr.) Benth (Fabaceae)
Os caracteres gerais dessa espécie indicam uma madeira pesada e dura ao corte,

alburno diferenciado, de 1 a 2 cm de largura, cerne pardo-acastanhado a castanho
escuro, textura média a grossa, grad revessa, superficie de pouco brilho e
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ligeiramente aspera ao tato, de aspecto fibroso acentuado, nao apresenta odor ou
sabor perceptiveis (Manieri & Chimelo, 1989).

A sucupira, é largamente utilizada na indGstria madeireira. Devido a ocorréncia de
alergia por contato, estudos de sua composicdo quimica revelaram a presenca de
uma quinona, a 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona (Hausen, 1978).

3. Cumaru - Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. (Fabaceae)

Sua madeira & pesada, dura ao corte; alburno diferenciado do cerme, de2a3cm
de largura; cerne de cor castanho-claro-amarelado, textura fina a média, gra
revessa, superficie de pouco brilho e lisa ao tato, aspecto fibroso atenuado, ndo
apresenta odor ou sabor perceptiveis (Manieri & Chimelo, 1989).

A madeira de Dipteryx odorata, popularmente conhecida como cumaru, €
usualmente empregada em estruturas e na manufatura de pisos. Seus extrativos
podem ser utilizados na produgao de cigarros, perfumes, cosméticos (Jang et al.,
2003). Apresenta em sua composicdo quimica, compostos do grupo dos
flavondides, tais como metoxixantocerina A, diterpenos, acido dipterixico e seus
demais  componentes, com conhecida atividade  quimiopreventiva,
isoliquiritigenina, sulfuretina, entre outros. (Jang et al., 2003). Entre seus
constituintes volateis estdo germacrene D, biociclogermacrene e espatulenol
(Andrade et al, 2003). Recentemente foram isoladas, por HPLC, flavonas
bioativas, a partir da cultura de calo de Dipteryx odorata . A 7-hidroxi-4’,6-
demetoxiisoflavona foi eficaz contra Trypanossoma cruzi (Jannuario et al., 2005).

4. Cabrelva vermelha — Myroxylon balsamum (L.) Harms (Fabaceae)

A espécie Myroxylon balsamum é caracterizada por uma madeira pesada, cerne
castanho escuro a castanho avermelhado; textura média e uniforme, gra
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geralmente revessa, superficie irregularmente lustrosa, odor caracteristico
balsdmico, agradavel, gosto levemente adstringente (Manieri & Chimelo, 1989).

De seu tronco foram isolados isoflavondides, flavononas, isoflavononas e de suas
folhas foi isolado um triterpeno pentaciclico (Mathias, 2000). O exudado obtido
atraves de lesdes na arvore foi analisado quimicamente. Anélise cromatografica
em camada delgada (CCD) demonstrou a presenca dos acidos benzdico e
cinamico, da valinina, benzoato de benzila, cinamato de benzila e nerolidol
(Akisue, 1972a). O ¢leo essencial obtido do exudado contém acido benzbico,
vanilina, benzoato de benzila, cinamato de benzila, nerolidol e farnesol (Akisue,
1972b).

Estudos demonstraram potente atividade de M. balsamum para o tratamento de
ulcera gastrica ocasionada por Helicobacter pylori.  Outro componente, a
cabreuvina, apresentou agdo citocida para bactérias Gram positivas (Bacillus
subtilis, Micrococcus lutea e Bacterioides fragilis), bactérias Gram negativas
(Eschirichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e fungos (Saccharomyce cerevisiae
e Candida albicans) (Ohsaki et al., 1999). Segundo Simas (2004), no extrato
hexanico, foi possivel identificar uma agdo larvicida sobre larvas de terceiro
estagio do Aedes aegipti.
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MATERIAIS E METODOS
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1. COLETA E IDENTIFICACAO DOS RESIDUOS

Foram coletados residuos do tipo grosso (pe¢as de madeira que séo descartadas
no processo de industrializagdo), de Tabebuia sp, Bowdichia nitida, Dypteryx
odorata e Myroxylon balsamum. Os residuos de Ipé sédo provenientes da Berneke
S.A., unidade de Cotriguacu, Mato Grosso. Na regiéo essa espécie € denominada
de Ipé verde, devido a coloragdo da madeira. O material de Sucupira, Cumaru e
Cabretva foram obtidos na linha de produgc&o da Indusparquet Ltda, industria de
pisos localizada no municipio de Tieté, Sao Paulo.

Os residuos foram separados por género (no caso do Ipé) e por espécie, sendo todos
devidamente etiquetados. De cada pega foi retirada uma amostra, destinada a
identificacdo anatémica para confirmacdo da espécie. O restante do material foi
processado para obten¢ao dos extratos brutos.

Figura 2. Coloragdo verde intensa de pecas de Ipé (Tabebuia sp), apCs
processamento mecanico, no patio da industria.
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A identificacéo botanica, com base no exame macroscopico da estrutura anatdémica da
madeira, foi realizada por Chimelo'. A andlise anatémica dos residuos de Ipé permitiu
a identificagdo do género, mas nao da espécie em si. Deve-se destacar que o material
coletado apresentava intensa coloragdo esverdeada (ilustrado na Figura 2),
provavelmente por conter elevado teor de extrativos.

A descricao da estrutura anatdmica, para as madeiras consideradas, consta dos
Apéndices 1 a 4.

2. OBTENGCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Cada lote de residuos, separado por espécies, foi manualmente picado e entao
transformado em serragem utilizando-se um moinho de facas. Foi coletada a

frag@o que passou pela peneira de malha 40 (fragao 40).

A serragem foi submetida ao processo de extracao em soxhlet com diclorometano
(solvente de média polaridade), por 8 horas. O solvente organico do extrato
resultante foi eliminado sob vacuo numa temperatura de aproximadamente 40°C,
dando origem a um residuo denominado extrato bruto diclorometano (EBD).

O mesmo material, anteriormente extraido com diclorometano, foi retomado em
etanol 95% (solvente de elevada polaridade) e extraido em soxhlet por 8 horas. O
solvente organico foi posteriormente eliminado sob vacuo, a temperatura de
aproximadamente 55°C até sua completa eliminagéo. O material resultante foi, a
seguir, liofilizado fornecendo entdo o extrato bruto etandlico (EBE). O

procedimento da extragdo € ilustrado no esquema da Figura 3.

! Jodo Perez Chimelo, Doutor, pesquisador (aposentado) da Divisdo de Produtos Florestais, Instituto de
Pesquisas Tecnologicas - IPT. Informe pessoal, 2004
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Amostra de
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(malha 40)
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Figura 3. Fluxograma dos procedimentos de extragdo dos residuos de madeira,

para obtengao dos extratos em diclorometano e etanol.

3. ENSAIOS FARMACOLOGICOS

3.1. Teste “in vitro”

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho sdo originarias de neoplasias

humanas e foram doadas pelo National Cancer Institute (NCI), EUA. Essas
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linhagens foram enviadas congeladas para o CPQBA e sdo mantidas sob
congelamento em nitrogénio liquido.

Para descongelamento, o criotubo que contém as células foi mantido 2
temperatura ambiente, sendo seu contetido transferido para um tubo de centrifuga
de 15 mL e o volume completado para 10 mL com uma solugéo contendo meio de
cultura(RPMI-1640) e soro fetal bovino (SFB). O tubo foi centrifugado a 4°C e
2000 rpm, por 4 minutos e o sobrenadante aspirado. O “pellet celular’ foi
ressuspendido cuidadosamente para evitar a formacao de grumos, com 5 mL de
RPMI-1640/SFB. A solucédo celular foi transferida para frascos de manutencdo de
25¢m? (T25) com 5 mL de RPMI-1640 /SFB e incubada a 37°C em atmosfera de 5
% de CO, e em ambiente umido. As linhagens utilizadas neste projeto estdo
relacionadas na Tabela 1.

3.1.1. Plaqueamento de células

A avaliagao da atividade antiproliferativa foi realizada nas 9 linhagens tumorais
humanas apresentadas na Tabela 1. No primeiro dia de experimento, foi feito o
plaqueamento de células nas placas de 96 compartimentos. Cada linhagem
celular foi inoculada em uma placa, totalizando 9 placas. Em uma outra placa, a
placa controle (T0), foram inoculadas todas as linhagens celulares; seu desenho

experimental encontra-se na Figura 4 .

Para células aderidas, cujo crescimento ocorre em monocamada, foi necessario a
tripsinizagdo, ou seja, o desprendimento das mesmas do frasco através de agao
enzimatica. Apds a aspiragdo do meio de cultura, foi adicionado 0,5 mL de tampé&o
de Hank's banhando toda a monocamada celular por 10 vezes consecutivas. Este
liquido foi aspirado e entdo adicionado 0,5 mL de tripsina a 37°C. O frasco foi
incubado de 25 a 30 segundos sendo logo em seguida banhado com 5 mL de meio



RPMI/SFB/gentamicina. A partir deste ponto, as células se apresentam em

suspenséo.

Tabela 1. Linhagens celulares utilizadas nos ensaios de atividade anticancer, com

as respectivas densidades de inoculagao.

TIPO/ TECIDO DE .
SIGLA NOME
MORFOLOGIA ORIGEM CARACTERISTICAS
Aderente/ Ectoderme
uacc-e2 eleou RIS
melanoma Fibroblastica
Carcinoma Aderente/ Ectoderme  Produz proteinas semelhantes
MCF-7 ;s . a insulina que se ligam a
mamario Epitelial fatores de crescimento.
Pulmao/ Endoderme Expressa altos niveis de COX-
. Aderente/ : -
NCI-H460 carcinoma de o 2%’ é c”leﬁmednte em fator 1 de
célula grande Epialial 2itl;§rg:rﬁoca&:30pgt9$ase =
1CO.
Leucemia Suspensio/ Mesénquima Células altamente
K-562 L . , L indiferenciadas,das série
mieldide crénica Linfoblastica granulocitica.
OVCAR- OVéric_”‘ Aderente/ Mesoderme Possui receptores de
03 Adenocarcinoma itelial estrégenos, androgeno e
ovariano Epitelia prosgesterona .
Prostata/ Aderente/ ~ MesOderme  Exibe baixa atividade de
PC-03 Adenocarcinoma Enitelial fosfatase 4cida e 5-alfa-
prostatico pitelia redutase de testosterona.
Célon.l Aderente/ Endoderme s expressdo de receptores
HT-29 Adenocarcinoma Epitelial dgs uroquinase e antigenos
colorretal pos.
786-0 Renal., Aderente/ Mesoderme Produz peptideo semelhante
: Adenocarcinoma Epitelial ao horménio paratireoidiano.
de célula renal
Carcinpr_na Aderente/ Ectoderme  Expressa, em altos niveis, o
NCI-ADR mamario - gene de resisténcia multidroga
resistente Epitelial (MDR-1).
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Os frascos foram agitados delicadamente e uma aliquota foi retirada e colocada
na camara de Newbauer para contagem do nimero de células. O numero de
células dos quatro quadrantes externos foi contado e a média aritmética
determinada. Este valor foi multiplicado pelo fator de corre¢do da camara,
equivalente a 10*, estipulando assim o volume que devera ser inoculado nas
placas de 96 compartimentos para a avaliagdo da atividade antiproliferativa.

De acordo com a densidade de inoculacdo de cada linhagem (determinadas
previamente), foi calculada a quantidade de meio de cultura necessaria para
diluicdo das células a serem inoculadas. Esta diluicdo foi feita em tubos estéreis
de 50 mL. Foram inoculadas 100uL de solugdo celular na placas de 96
compartimentos e a seguir incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO; em ambiente umido.

3.1.2. Avaliacdo da atividade anticancer em cultura de células
tumorais humanas

Os extratos e fragbes (amostras) foram diluidos em dimetilsulféxido de sédio
(DMSO) na concentragdo de 0,1 g/mL resultando em solugdes estoque. Para a
adicdo nas placas as amostras foram diluidas pelo menos 400 vezes em
RPMI/SFB/gentamicina, para serem adicionadas nas placas de 96 compartimentos
nas concentragbes 0,25; 2,5; 25; 250 ng/mL. Neste momento, foi realizada a fixagéo
da placa T0, com a adi¢do de 50 ulL de acido tricloroacético a 50% (TCA) estimando
assim, a quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram

colocadas.

As demais placas foram incubadas por 48 horas. Apos este periodo, o experimento
foi interrompido para a fixagdo das placas com a adigdo de 50 plL de acido
tricloroacético a 50% (TCA) para as células aderidas e 80% para as ceélulas em
suspensdo. Para completar a fixagéo celular, as placas foram incubadas por 1 hora
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a 4°C e entéo submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua corrente para
a remogdo dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios, sendo

mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.

O ensaio com sulforrodamina B (SRB) avalia a inibigdo de crescimento por um
meétodo colorimétrico que estima indiretamente o numero de células presentes pela
coloragao da proteina celular. (Skehan et al., 1990)

As placas foram coradas pela adi¢cédo de 50 uL de SRB (corante protéico) a 0,4 %
(pesolvolume) dissolvido em acido acético a 1%. A seguir foram incubadas a 4 °C,
por 30 minutos e entdo lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solugdo de
acido acético 1% e secas em temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado por adigédo de 150 uL de Trizma Base (10uM). A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi feita em um leitor de microplacas a 560 nm
(ELISA — Molecular Devices Versa Max Microplate Reader.) (Figura 4).

3.1.3. Analise dos resultados

Foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus respectivos
brancos e, através das formulas descritas, determinada a inibicao de crescimento
(IC) de cada amostra testada.
Se T > C a droga estimulou o crescimento, ndo apresenta IC.
Se T 2TO0, mas < C, a droga sera citostatica e a formula utilizada é:
IC =100 x [(T-TO)/(C-TO)].
Se T< TO a droga é citocida e a formula utilizada é:
IC = 100 x[(T-T0O)/(C-T0)].

T é a média da absorbancia da célula tratada; C é a do controle de célula; TO é a
do controle das células no dia da adicdo das drogas. O resultado obtido sera
subtraido de 100%, obtendo-se entdo a porcentagem de inibigdo de crescimento.
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As amostras serdo consideradas ativas quando apresentam inibicdo de
crescimento maior que 50% concentragdo dependente e apresentando
seletividade para tipos celulares.

R T

Controle de Células (C)

i @ranco das
T _Amostras
Branco das
Amostras
; : ----------------------------------
v |
------------- sernsnarananan, I
Branco : sereiss isonre
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, \ .. Aplicacio das

Figura 4. Esquema de uma placa de 96 compartimentos corada com SRB, onde A,
B, C e D representam as amostras colocadas em ftriplicata nas

concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pug/mL, respectivamente.
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3.2. Testes “in vivo”

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos wistar machos, com
peso corporal entre 200 e 250g; e camundongos swiss machos, pesando entre 30
e 35g.

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEMIB), da Unicamp; e
somente utilizados em experimentos apdés um periodo minimo de adaptacédo ao
biotério, com ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatura ambiente de 20°C + 3,
com agua mineral e racao ad libitum.

3.2.1. Teste de atividade geral (Screnning Hipocratico)

Foram utilizados camundongos swiss machos, pesando entre 30 e 35g, divididos
em grupos de 06 animais. Por um periodo de 12 horas antecedentes ao

experimento, os animais foram submetidos a jejum, com livre acesso a agua.

O primeiro grupo experimental (controle negativo) foi tratado, via intraperitonial,
com solugéo salina (solugdo NaCl 0,9%, na concentragdo de 10 ml/kg). Os
quatros demais grupos foram tratados, via intraperitonial, com o extrato bruto
diclometanico (EBD) de Myroxylon balsanum nas doses de 100, 300, 1000 e
2000 mg/kg.

No periodo de 5 horas subseqiientes aos tratamentos, foram observados os
efeitos gerais da amostra sobre os diversos sistemas fisiologicos, tais como
estado de consciéncia e disposi¢cdo, o sistema motor, o tono muscular, reflexos,
atividade sobre o sistema nervoso central e sistema auténomo. Os animais
estavam constantemente em deambulacdo livre sobre uma superficie plana
(Malone, 1977).
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O periodo de observagéo estendeu-se por 15 dias, sendo diariamente analisados
os efeitos gerais produzidos pelos extratos.

3.2.2. Avaliagao da atividade no Sistema Nervoso Central (SNC)

Foram utilizados camundongos swiss machos, pesando entre 30 e 35g, divididos
em grupos de 06 animais. Por um periodo de 12 horas antecedentes ao
experimento, os animais foram submetidos a jejum, com livre acesso a agua.

Cada grupo experimental recebeu, via intraperitonial, o tratamento
correspondente. O primeiro grupo, controle negativo, foi tratado com solugdo
salina (NaCl 0,9%, 10 mL/kg), o segundo grupo, denominado controle positivo,
recebeu o tratamento com fenobarbital (22 mg/kg); os demais grupos receberam o
tratamento com o EBD de M. balsamun nas doses de 100, 300, 500 e 1000 mg/kg.
Para avaliar o efeito hipno-sedativo de um anti-histaminico neste modelo, foi

administrado a um grupo de animais, prometazina (100 mg/kg).

Apo6s 30 minutos do tratamento os animais foram introduzidos, individualmente,
em uma camara previamente saturada, por 10 minutos, com 5 mL de éter etilico
(agente indutor da acdo hipno-sedativa). Para cada animal introduzido foram
registrados os tempos de laténcia (TL) e a duracdo da hipnose (DH). O sono é
caracterizado pela perda do reflexo postural do animal. Transcorridos 60 segundos
apos a perda do reflexo postural, 0 animal & removido da camara e colocado em
decubito dorsal, para o registro da duracdo da hipnose, cujo término é registrado
pela recuperagao da postura normal (Vieira, 2001).
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3.2.3. Atividade antinociceptiva

Teste de algesia induzida por calor

Foram utilizados camundongos swiss machos, pesando entre 30 e 35g, divididos
em grupos de 06 animais. Por um periodo de 12 horas antecedentes ao

experimento, os animais foram submetidos a jejum, com livre acesso a agua.

Todos os grupos foram tratados pela via intraperitonial. O grupo controle negativo
foi tratado com solugao salina (solugao NaCl 0,9%, na concentragdo de 10 mL/kg),
0 grupo controle positivo com morfina (20mg/kg) e os demais grupos foram
tratados com EBD de M. balsamum nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg.

Decorridos 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a administragdo os animais foram
submetidos ao estimulo algico em placa quente, com temperatura controlada de
56,5 + 0,1°C. Ao manifestarem reflexo doloroso caracteristico (lamber as patas
dianteiras e/ou traseiras), o animal foi retirado da placa e o tempo para a reagao
registrado. (Woolfe & McDonald, 1944).

3.2.4. Atividade antiulcerogénica
Ulcera induzida por indometacina
Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250g, divididos em
grupos de 06 animais. Por um periodo de 24 horas antecedentes ao experimento,
os animais foram submetidos a jejum, com livre acesso a agua.
Cada grupo experimental recebeu, via oral, o tratamento correspondente. O

primeiro grupo, controle negativo, foi tratado com solugao salina (NaCl 0,9%,
10 mL/kg), ao segundo grupo, controle positivo, foi administrado uma suspensao
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aquosa de cimetidina (na dose de 100 mg/kg). O ultimo grupo recebeu o
tratamento com o EBD de M. balsamun na dose de 1000 mg/kg.

Decorridos 30 minutos apds os tratamentos, cada animal recebeu uma injecdo

subcutanea de suspensao aquosa de indometacina, na dose de 30 mgl/kg
(Morimoto et al., 1990).

Apods 4 horas da administragdo de indometacina, os grupos foram sacrificados por
deslocamento cervical, tendo os estdmagos removidos, abertos ao longo da maior
curvatura e lavados com solugdo salina, para a realizagdo de contagem e
avaliagdo das lesdes produzidas. O indice de Lesbes Ulcerativas (ILU) foi
calculado através da somatdria dos pontos estabelecidos pelos parametros da
Tabela 2, de acordo com a metodologia descrita por Gamberini et al. (1991).

Tabela 2. Parametros para o célculo do indice de Lesdes Ulcerativas (ILU)
(Gamberini et al., 1991)

LESOES (tipos) PONTUAGCAO
Até 10 petéquias 1 ponto
Até 20 petéquias 2 pontos
Até 30 petéquias 3 pontos
Ulceras de até 1 mm *nx 2
Ulceras maiores que 1 mm *nx3
Hemorragia 1 ponto
Perda de pregas 1 ponto
Perda de coloragao 1 ponto

* onde n refere-se ao numero de lesdes encontradas.

A determinagdo da porcentagem de inibicdo do ILU, apresentados pelos grupos
tratados em relagdo ao grupo controle, foi realizada através da equagéao:

ILU (%) = [(Média Controle — Média Tratado) / Média Controle] x 100
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Ulcera induzida por etanol

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250g, divididos em
grupos de 06 animais. Por um periodo de 24 horas antecedentes ao experimento,

os animais foram submetidos a jejum, com livre acesso a agua.

Cada grupo experimental recebeu, via oral, o tratamento correspondente. O
primeiro grupo, controle negativo, foi tratado com solugdo salina (NaCl 0,9%,
10 mL/kg), e o controle positivo foi administrado com carbenoxolona (na dose de
200 mg/kg). O ultimo grupo recebeu o tratamento com o EBD de M. balsamun na
dose de 1000 mg/kg. Para avaliar a atividade de um agonista do receptor GABAA,,
foi administrado diazepam a um grupo de animais, na dose de 2 mg/kg. Apos 30
minutos dos tratamentos, os animais receberam por via oral 1,0 mL de etanol
absoluto (Robert, 1979).

Uma hora apdés administragdo de etanol os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, tendo os estdmagos retirados, abertos ao longo na
curvatura maior e lavados com solugao salina, para a realizacdo de contagem e
avaliagcdo das lesdes produzidas. O ILU foi calculado posteriormente, de acordo
com o método usado no ensaio de Ulcera induzida por indometacina (Gamberini et
al., 1991).

Determinacao da dose efetiva 50% (DEsp)

O modelo de Ulcera induzida por etanol foi utilizado para a determinacdo da DEsg
de EBD de M. balsamum, através da construcdo de uma curva dose-efeito, sendo
que os grupos foram tratados com doses crescentes do extrato bruto (100, 300 e
1000 mg/kg). O valor de DEsq foi obtido através de calculo de regresséo linear.
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Estudo da participacédo de prostaglandinas na citoprotecio gastrica

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250g, divididos em
grupos de 06 animais. Por um periodo de 24 horas antecedentes ao experimento,
os animais foram submetidos a jejum, com livre acesso a agua.

Dos quatro grupos experimentais, dois grupos receberam a administragdo prévia
de suspensdo aquosa de indometacina, na dose de 5 mg/kg. Apés 30 minutos,
dois grupos (um deles previamente tratado com indometacina) receberam o
tratamento com solugéo salina (NaCl 0,9%, 10 mL/kg) e os outros dois grupos
(um deles previamente tratado com indometacina) receberam o EBD de WM.

balsamun na dose de 300 mg/kg.

Transcorridos 30 minutos apds os tratamentos, os animais receberam via oral
1,0 mL de etanol absoluto (Robert, 1979). Apés uma hora da administragéo de
etanol absoluto, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os
estdbmagos retirados, abertos ao longo da curvatura maior e lavados com solugao
salina, para a realizagdo de contagem e avaliagao das lesbes produzidas. O LU
foi calculado de acordo com o método anteriormente descrito (Gamberini et al.,
1991).

Estudo da participacao de substancias sulfidrilicas ndao protéicas sobre a
citoprotecao gastrica

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, divididos em
grupos de 06 animais. Por um periodo de 24 horas antecedentes ao experimento,
os animais foram submetidos a jejum, com livre acesso a agua.

Cada grupo experimental recebeu, via oral, o tratamento correspondente. Os dois
primeiros grupos, controles negativos, foram tratados com solugéo salina (NacCl
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0,9%, 10 mL/kg), outros dois grupos receberam o tratamento com o EBD de M.
balsamun na dose de 300 mg/kg. Um grupo de cada tratamento recebeu
administragdo prévia, de 30 minutos, de N-etilmaleimida na dose de 10 mg/kg (via
subcultanea, 2,5 mL/kg) (Szabo, 1981).

Transcorridos 30 minutos apés os tratamentos, 0s animais receberam, por via oral,
1,0 mL de etanol absoluto (Robert, 1979). Apés uma hora da administragdo do
etanol absoluto, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os
estdmagos retirados, abertos ao longo da curvatura maior e lavados com solugéo
salina, para a realizagao de contagem e avaliagdo das lesdes produzidas e o
calculo do ILU (Gamberini et al., 1991).

Ligadura de piloro

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250g, divididos em

grupos de 06 animais. Por um periodo de 24 horas antecedentes ao experimento,

os animais foram submetidos a jejum, com livre acesso a agua.

Os grupos foram anestesiados com éter etilico, tricomizados na regido abdominal.
Em seguida foi realizada uma incisdo para exposicdo do estdbmago e duodeno,
procedido pela ligadura do piloro com linha cirtrgica de algodao. Apos a ligadura,
cada animal recebeu o tratamento correspondente, pela via intraduodenal, um
grupo recebeu solugdo salina 0,9% (10mL/kg), outro recebeu uma suspensao
aquosa de cimetidina (100mg/kg) e o ultimo grupo recebeu o EBD de M.
balsamum (300mg/kg). O abdémen foi suturado e apds 4 horas os animais foram

sacrificados por deslocamento cervical para remogéo dos estdmagos.

Em seguida foi determinado o volume do conteudo estomacal, seu pH e a
quantidade de ions H* (mEg/L.4h), através de titulagdo com solugdo de NaOH
0,1N, utilizando-se solugdo 0,1% de fenolftaleina como indicador. A concentragéo
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de &cido total em mEq/L.4h foi calculada através da seguinte equacéo (Shay et al.,
1945):

[total de acido] = [fator 1,825 x vol. de NaOH (mL)] / volume gastrico (mL)
3.2.5. Analise Estatistica
Todos os resultados dos testes in vivo foram submetidos a analise de variancia de
uma unica via (ANOVA), considerando-se como nivel critico p< 0,05 para que

fosse considerada diferenga significante entre os grupos controle e tratados,

seguidos do Teste de Duncan, considerando-se 0 mesmo nivel critico.
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RESULTADOS
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1. RESULTADOS DOS ENSAIOS DA ATIVIDADE ANTICANCER DOS
EXTRATOS BRUTOS

Todos os resultados sdo expressos na forma gréfica sendo que os graficos
resultantes dos ensaios da atividade anticAncer devem ser interpretados
considerando as curvas de resposta obtidas a partir da relacdo da concentracio
da amostra (em pg/mL) e a porcentagem de inibicdo das células tumorais
humanas “in vitro”. Inibigbes ocorridas abaixo de 50% deverdo ser consideradas
como citostaticas, ou seja, que inibem o crescimento celular; abaixo de 0%
deverao ser consideradas como citocidas, ou seja, que irdo provocar morte

celular.

A triagem da atividade anticAncer procura selecionar os extratos brutos com
possivel potencial para desenvolver um novo medicamento quimioterapico. De
forma que os extratos brutos selecionados para a continuidade das avaliagbes
devem apresentar atividade citocida, na menor concentragdo possivel e,
adicionalmente, seletiva para alguma das linhagens celulares tumorais. A triagem
de substancias de origem vegetal € uma ferramenta na descoberta de substancias

bioativas com propriedades medicinais e terapéuticas (Stepp & Moerman, 2001).

A doxorrubicina (Figura 5) foi utilizada como controle positivo e portanto controle
de qualidade do teste. Na concentracdo de 2,5 pug/mL apresentou atividade
citostatica para as linhagens de adenocarcinomas (renal e prostatico), carcinoma
mamario e pulmonar, melanoma e leucemia.
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Figura 5. Curva concentragédo-resposta da doxorrubicina sobre as linhagens
celulares, relacionando porcentagem de crescimento e concentragdo

da amostra.

Em 25 pug/mL foi citostatico para os adenocarcinomas renal, colorretal e ovariano;
na mesma concentragao foi citocida para melanoma, leucemia e adenocarcinoma
prostatico. Na maior concentragdo (250 pg/mL) apresentou um perfil citostatico
para os adenocarcinomas renal e colorretal, carcinoma mamario € mamario
resistente; para leucemia, melanoma, adenocarcinomas prostatico e ovariano e,

carcinoma pulmonar apresentou agao citocida.

A Figura 6 representa a curva concentragao-resposta do extrato bruto
diclorometanico (EBD) de Tabebuia sp, sobre as linhagens celulares. Na
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concentragao de 0,25 pg/mL o EBD promoveu uma acdo citostatica sobre duas

das oito linhagens, o adenocarcinoma prostatico e melanoma.
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Figura 6. Curva concentracéo resposta do extrato bruto diclorometanico (EBD) de
Tabebuia sp sobre as linhagens celulares, relacionando porcentagem

de crescimento e concentragao da amostra.

Em 2,5 pg/mL o extrato provocou inibigdo do crescimento das linhagens dos
adenocarnomas colorretal, renal e prostaticos, carcinoma mamario, mamario
resistente e pulmonar, contudo demonstrou ag¢ao citocida para o adenocarcinoma
ovariano, leucemia e melanoma. Nas duas Uultimas concentracdes (25 e
250 ug/mL) o extrato promoveu morte celular de todas as linhagens. A analise do

grafico revela seletividade para a linhagem de melanoma.

A Figura 7 representa a curva concentragao-resposta do extrato bruto etandlico

(EBE) de Tabebuia sp, sobre as linhagens celulares.
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Figura 7. Curva concentragdo resposta do extrato bruto etandlico (EBE), para
Tabebuia sp, sobre as linhagens celulares, relacionando porcentagem

de crescimento e concentragdo da amostra.

Nota-se atividade citostatica na concentragdo de 0,25 ug/mL para leucemia e
adenocarcinoma prostatico. Em 25 ug/mL o extrato foi citostatico para leucemia,
adenocarcinoma prostatico e carcinoma mamario; para a linhagem de melanoma
foi citocida. Em 25 ug/mL foi citocida para todas as linhagens. Em 250 ug/mL foi
observada uma atividade citostatica para adenocarcinomas prostatico e ovariano,
leucemia, carcinoma mamario resistente, as demais linhagens sofreram acéo

citocida.

A Figura 8 representa a curva concentracao-resposta do extrato bruto
diclorometanico (EBD) de Bowdichia nitida, sobre as linhagens celulares. A analise
desta curva demonstrou uma atividade citostatica, nas concentragées de 0,25 e
2,5 ug/mL, para as linhagens de leucemia e adenocarcinoma prostatico; as demais

linhagens néo sofreram agéo significativa.
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Figura 8. Curva concentragao resposta do extrato bruto diclorometico (EBD), para
Bowdichia nitida, sobre as linhagens celulares, relacionando
porcentagem de crescimento e concentracdo da amostra.

Na concentragéo de 25 ug/mL este extrato demonstrou atividade citostatica para
oito das nove linhagens, com exceg¢do de leucemia que demonstrou sofrer acao
citocida. Em 250 pg/mL o extrato apresentou um perfil citotéxico, pois provocou
morte de todas as linhagens, em diferentes porcentagens de inibi¢ao.

A Figura 9 representa a curva concentracao-resposta do extrato bruto etandlico
(EBE) de Bowdichia nitida, sobre as linhagens celulares. A analise desta curva
demonstrou atividade citostatica, na concentracdo de 0,25 pg/mL, para o

adenocarcinoma prostatico e colorretal, carcinoma mamario e leucemia.
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Figura 9. Curva concentragdo resposta do extrato bruto etandlico (EBE), para
Bowdichia nitida, sobre as linhagens celulares, relacionando

porcentagem de crescimento e concentracdo da amostra.

Na concentracédo seguinte (2,5 pg/mL) demonstrou um perfil citostatico somente
para o adenocarcinoma prostatico. Em 25 ug/mL o EBE foi citocida para
melanoma, leucemia e para o adenocarcinoma prostatico; para as outras
linhagens o extrato foi citostatico. Em 250 ug/mL, o carcinoma mamario resistente
sofreu acao citostatica, nas oito linhagens restantes nota-se atividade citocida do

extrato.

A Figura 10 representa a curva concentragdo-resposta do extrato bruto

diclorometanico (EBD) de Dipteryx odotara, sobre as linhagens celulares.
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Figura 10. Curva concentracdo resposta do extrato bruto diclorometanico (EBD),
para Diptoryx odorata, sobre as linhagens celulares, relacionando

porcentagem de crescimento e concentragdo da amostra.

Na concentracdo de 2,5 pg/mL este extrato apresentou atividade citostatica
somente sobre a linhagem de adenocarcinoma ovariano, as linhagens restantes
ndo sofreram nenhuma agado significativa. Em 25 pg/mL, para leucemia e
adenocarcinoma ovariano, nota-se uma agao citocida, as demais tiveram somente
atividade citostatica. Em 250 ug/mL o extrato foi citotdxico, promovendo morte

celular de todas as linhagens.

A Figura 11 representa a curva concentracao-resposta do extrato bruto etandlico
(EBE) de Dipteryx odotara, sobre as linhagens celulares.
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Figura 11. Curva concentragdo resposta do extrato bruto etanélico (EBE), para
Diptoryx odorata, sobre as linhagens celulares, relacionando

porcentagem de crescimento e concentracdo da amostra.

A analise da curva concentragao-resposta deste extrato demonstrou uma agao
citostatica para todas as linhagens tumorais, na concentragdo de 25 pug/mL. Na
concentracdo de 250 ug/mL sua atividade sobre as linhagens foi citocida, com

excegao do adenocarcinoma renal e do carcinoma mamario resistente.

A Figura 12 representa a curva concentragdo-resposta do extrato bruto
diclorometanico (EBD) de Myroxylon balsamum, sobre as linhagens celulares.
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Figura 12. Curva concentragao resposta do extrato bruto diclorometano (EBD),
para Myroxylon balsamum, sobre as linhagens celulares, relacionando

porcentagem de crescimento e concentracao da amostra.

Na concentragéo de 0,25 pg/mL nota-se uma atividade citostatica unicamente
sobre o carcinoma mamario. Em 2,5 ug/mL a atividade citostatica € observada em
leucemia e carcinoma mamario. A concentracéo de 25 pg/mL do extrato provocou
acao citostatica sobre adenocarcinoma ovariano e carcinoma pulmonar, nas
demais linhagens observou-se agao citocida. Na ultima concentragdo do extrato,
ocorreu inibicdo do crescimento da linhagem do adenocarcinoma ovariano, sendo

gue nas oito linhagens restantes nota-se acao citocida.

A Figura 13 representa a curva concentragdo-resposta do extrato bruto etandlico
(EBE) de Myroxylon balsamum, sobre as linhagens celulares.
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Figura 13. Curva concentragéo resposta do extrato bruto etandlico (EBE), para
Myroxylom balsamum, sobre as linhagens celulares, relacionando
porcentagem de crescimento e concentragao da amostra.

A analise da curva demonstra uma atividade citostatica do extrato na
concentragéo de 25 pg/mL sobre o carcinoma mamario, adenocarcinoma ovariano
e leucemia. Em 250 pg/mL o EBE de M. balsamum promoveu inibicdo do
crescimento do adenocarcinoma prostatico, carcinoma mamario e mamario

resistente, sobre as demais linhagens a agédo produzida foi citocida.
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2. RESULTADOS DA AVALIACAO FARMACOLOGICA DO EXTRATO BRUTO
DICLOMETANICO DE Miroxylon balsamum

2.1. Teste de atividade geral (Screnning Farmacolégico)

O EBD de M. balsamum, nas doses de 100, 300, 1000 e 2000 mg/kg, produziu
sinais de toxicidade quando comparado aos animais controle. Os animais tratados
com o extrato pela via intraperitonial, apresentaram, nas doses de 100 e 300
mg/kg, alteracbes leves de coordenagdo motora, sedacéo, relaxamento muscular.
Nas doses de 1000 e 2000 mg/kg os animais manifestaram, apds 20 minutos,
hipnose, hipotermia e anestesia geral, que persistiram até o final do periodo de

observacao de 4 horas.

Durante a observag¢ao por quinze dias, todos os animais, mantidos em ambiente
controlado (com ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatura ambiente de 20°C,
com agua mineral e ragdo ad libitum) mantiveram seu estado normal; nesse

periodo nenhum 6bito foi registrado.
2.2. Avaliacao da atividade no Sistema Nervoso Central (SNC)

Este teste buscou avaliar a potencializagao do EBD de M. balsamum (nas doses
de 100, 300, 500 e 1000 mg) do efeito anestésico do éter etilico. O grupo
experimental tratado com diazepam (3 mg/kg) apresentou um aumento de

136,8%, em comparagao com o grupo salina, no tempo de duragao da hipnose.

Dos animais tratados com o EBD de M. balsamum, somente o grupo que recebeu
a dose de 300 mg/kg, apresentou exacerbagdo na duragao da hipnose (148,33%)
superior aos grupos salina e diazepam. O grupo tratado com a dose de 100 mg/kg
nao apresentou atividade significativa, comparado com o grupo salina.
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Em 500 mg/kg nota-se, em comparagéo com o grupo salina, uma exarcebacédo do
potencial indutor de sono em 92,31% (Figura 14).
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Tratamentos mg/kg

Figura 14. Efeito hipndético em grupos previamente tratados com salina
(10 mL/kg), diazepam (3 mg/kg) e M. balsamum, administrados via
intraperitonial, em modelo de atividade hipno-sedativa induzida por
éter etilico, nas doses de 100, 300 e 500 mg/kg. Os resultados séo
expressos em media (+ erro padrao) de 05 animais por grupo
experimental. ANOVA4 15 = 8,34. p< 0,0001. Teste de Duncam: *
p<0,001.

O grupo experimental tratado com o EBD de M. balsamum, apds 20 minutos da

administragao via intraperitonial, mostrou-se sob estado anestesiado (Figuras 15 e
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16), ndo sendo possivel registrar os tempos de perde de reflexo postural e
duracao da hipnose.

Figura 15. Foto registrada durante a execuc¢ao do teste de acdo hipno-sedativa;

demonstrando atividade hipnética do EBD de M. balsamum (na dose

de 1000 mg/kg) em animais dispostos em decubito dorsal.
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Figura 16. Foto registrada durante a execucio do teste de acao hipno-sedativa;
demonstrando atividade hipnética do EBD de M. balsamum (na dose
de 1000 mg/kg).

Na sequéncia foram avaliados dois principios ativos, o diazepam (3 mg/kg) e a
prometazina (100 mg/kg), para comparar suas atividades depressoras do SNC.
Comparados com o grupo salina observou-se um acréscimo de 136,8%
(diazepam) e 1828% (prometazina). ANOVA @10 = 14,3. p< 0,001. Teste de

Duncam: prometazina p< 0,001.
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2.3. Atividade antinociceptiva

Neste modelo experimental se observa as reacfes dos animais ao estimuio
nociceptivo ao calor. Os animais tratados com o EBD de M. balsamum nas doses
de 100 e 300 mg/kg néo apresentaram aumento no tempo de reagdo ao estimulo
algico térmico apos 30, 60, 90 e 120 minutos decorridos do tratamento via
intraperitonial.
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Figura 17. Reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente
tratados pela via intraperitonial com salina (10 mL/Kg), morfina 20
mg/kg) e com EBD de M. balsamum (nas concentragbes de 100
mg/kg; 300mg/kg e 1000mg/kg). Os resultados sao expressos em
média (+ erro padréo) de 6 animais por grupo experimental. ANOVA:
F (425 Basal: 1,4 p< 0,01; 30 min: 7,1 p<0,001; 60 min: 4,8 p<0,001,
90 min: 7,15 p<0,001; 120 min: 2,3 p<0,001.
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Na concentragéo de 1000 mg/kg do EBD de M. balsamum apresentaram aumento
no tempo de reagdo de 123,4%; 130,8%; 214% e 8,4% apds 30, 60, 90 e 120
minutos, respectivamente. A morfina, utilizada como controle positivo, produziu
um aumento, no tempo de reacdo dos animais, de 198,3%; 239,5%: 317% e 79%
decorridos 30, 60, 90 e 120 minutos.
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2.4. Atividade antiulcerogénica
2.4.1. Ulcera induzida por Indometacina
Neste modelo experimental (Figura 18), o EBD de M. balsamum, na dose de 1000

mg/kg, reduziu o ILU em 52,7%. A cimetidina, utilizada como controle positivo na
concentracdo de 100 mg/kg, promoveu uma redugdo do ILU em 93,3%.
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70 | |
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Salina Cimetidina M. balsamum
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TRATAMENTOS (mg/kg)

Figura 18. Efeito da administragéo oral do EBD de M. balsamum e cimetidina em
modelo de dulcera induzida por indometacina. ANOVAp149= 25,2
p< 0,001. Teste de Duncan: * p< 0,001 ** p< 0,01.
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2.4.2. Ulcera induzida por Etanol

Neste modelo experimental (Figura 19) o EBD de M. baisamum, na dose de 1000
mg/kg, reduziu o ILU em 88,2%. A carbenoxolona, utilizada como controle positivo

na concentragdo de 200 mg/kg, promoveu uma redugao do ILU em 85,7%.
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Figura 19. Efeito da administragéo oral do EBD de M. balsamum e carbenoxolona
em modelo de ulcera induzida por etanol. Os resultados sdo expressos
em média (+ erro padrdo) de 06 animais por grupo experimental.
ANOVA2 15 = 18,5 p < 0,001. Teste de Duncam: * p< 0,001.
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2.4.3. Ulcera induzida por etanol (grupo tratado com diazepam)

Na Figura 20 observa-se que a carbenoxolona reduziu o ILU em 94,7%. Ja no
grupo tratado oralmente com M. balsamum (300 mg/kg) a redugéo foi de 90,9%. O
diazepam nao produziu efeito antiulcerogénico.
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Figura 20. Efeito da administracdo oral do EBD de M. balsamum e carbenoxolona
em modelo de ulcera induzida por etanol. Os resultados s&o expressos
em média (+ erro padrdo) de 06 animais por grupo experimental.
ANOVAs 30) = 51,2 p<0,001. Teste de Duncam: * p< 0,001.
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2.4.4. Determinacao da dose efetiva 50% (DEso)

O efeito antiulcerogénico apresentado pelo EBD de M. balsamum, em modelo de
tlcera induzida por etanol absoluto, quando administrado oralmente nas
concentragGes de 100, 300 e 1000 mg/kg ndo possibilitou a determinagéo da DEs,
por regresséo linear. Os resultados na Figura 19 demonstram uma redugéo do ILU
das doses utilizadas, 100, 300 e 1000 mg/kg, em 91,1%, 952% e 92,3%,
respectivamente.
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Figura 21. Efeito do EBD de M. balsamum, administrado via oral, em modelo de
ulcera induzida por etanol para a determinagao da DEsp, nas doses de
100, 300 e 1000 mg/kg. Os resultados sao expressos em média (+ erro
padréo) de 06 animais por grupo experimental. ANOVA (319 = 15,5.
p < 0,001. Teste de Duncam: *p< 0,001.
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2.4.5. Avaliacao da participacédo de prostaglandinas na citoprotegao gastrica

Na Figura 22 pode-se observar que, em comparagéo com o grupo salina, os

animais trat

ados com salina e indometacina apresentaram um aumento do ILU em

17,9%. Os grupos tratados com M. balsamum e indometacina e M. balsamum nio

apresentaram diferencga no ILU (inibig&o de 93,6% e 91,9%, respectivamente).

ILU (%)

Figura 22.
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Efeito do EBD de M. balsamum na dose de 300 mg/kg, via oral, em
modelo de Ulcera induzida por etanol, para verificagdo da participacao
de prostaglandinas na citoprotegcdo gastrica, em ratos previamente
tratados com indometacina (via subcultanea). ANOVAg 1= 87,7.
p< 0,001. Teste de Duncan: * p<0,1 ** p<0,001.
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2.4.6. Avaliagdo de substancias sufidrilicas n3o proteicas sobre a

citoprotegao gastrica

Em comparagdo com o grupo salina (Figura 23), os animais tratados com salina e

NEM apresentaram um aumento da ILU em 87,6%. Os grupos tratados com M.

balsamum e NEM e M. balsamum néo apresentaram diferenga estatistica no ILU
(inibindo em 96,6% e 92,6%, respectivamente).

ILU %

Figura 23.
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Efeito do EBD de M. balsamum na dose de 300 mg/kg, via oral, em
modelo de Ulcera induzida por etanol, para verificagéo da participagado
de substancias sufidrilicas ndo protéicas na citoprotecdo gastrica, em
ratos previamente tratados com NEM. ANOVA 2= 42,9. p< 0,001.
Teste de Duncan: * p<00,1 ** p<0,001.
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2.4.7. Avaliagdo da inibicdo da secrecdo gastrica por ligadura de piloro

Neste modelo de ligadura de piloro o EBD de M. balsamum (300 mg/kg) reduziu o
volume da secregdo gastrica e a concentragdo de ions H' em 42% e 36%,
respectivamente (Tabela 3). A cimetidina (controle positivo, na dose de 100 mg/kg)
n&o alterou o volume de secregdo gastrica, mas reduziu a concentragdo de ions
H" em 56,2%. Os resultados sdo expressos através da média + desvio padrao da

média do volume de secregao gastrica e da concentragdo de ions H'.

Tabela 3. Efeito da administragé@o intraduodenal do EBD de M. balsamum e da

cimetidina, em modelo de ligadura de Piloro.

DOSE VOLUME .
TRATAMENTOS pH g [H']
Salina 1,80+0,83 2,84+061 1,78+ 0,41
Cimetidina 100 375+170* 268+100 078+0,15*
M. balsamum 300 300+063 165+094 1,14 +057*

ANOVA: pH: Fi212 = 3,92 p<0,05; Volume: F(;15 = 0,83 p>0,05; H": F 4, = 5,92 p<0,05.
Teste de Duncan: *p<0,05.
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DISCUSSAO
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O crescimento continuo na ocupagéo do solo, decorrente da expansédo agricola ou
da grilagem de terras, acarreta reducéo na biodiversidade, alteragdes climaticas e
o enfraquecimento, cultural e econdmico das populagdes locais. Por outro lado, a
cadeia produtiva dos produtos manufaturados a partir da madeira tropical
representa parcela significativa da economia nacional, gerando emprego e renda
no cenario interno e, divisas no comércio externo. A exploracdo racional da
floresta tropical implica na elaboragdo de um projeto de manejo florestal
sustentavel, que deve ser aprovado pelo érgao regulador.

Tal projeto deve promover o desenvolvimento de técnicas que irdo garantir a
exploragdo continua e a produgédo sustentavel de madeira e outros produtos,
contribuindo para manter a terra produtiva, aumentando a rentabilidade, producao,
seguranga no trabalho, e redu¢éo na geracado de residuos florestais. Contudo, o
processo industrial de manufatura ainda gera quantidade significativa de residuos,
mesmo quando a exploragao da floresta € feita de acordo com os preceitos legais
e ambientais. O presente trabalho teve como principio indicar uma possibilidade
de uso para os rejeitos da industrializagdo, os residuos grossos de quatro
espécies florestais utilizadas na industria madeireira, que foram processados para
extragdo de seus principios ativos e subsequente teste de atividade farmacolégica.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que a cada ano surgem dez
milhdes de casos novos de cancer e cinco milhdes de Obitos. Estima-se que a
partir do ano 2020 surgirdo anualmente vinte milhdes de casos de neoplasias
malignas e cerca de 70% dos pacientes estardo residindo em paises onde ha
precariedade em recursos para o controle do cancer. No Brasil o cancer é a
segunda causa de Obitos, acometendo aproximadamente cem mil individuos por
ano (Ministério da Saude, 2000).

Em células sadias, a proliferacado é controlada através do ciclo celular, que possui
mecanismos de checagem (checkpoints), regulados por genes especificos, em
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cada fase do ciclo celular. No decurso desse processo ocorrem reparos, quando
da ocorréncia de lesdes no DNA (Alberts et al., 2002). Segundo Bulavim (2001),
uma proteina da familia quinase, a Cdc2, € a principal enzima regulatéria durante
a transigéo da fase G2 para a fase M do ciclo celular. No decorrer do ciclo, esta
seria fosforilada, permitindo assim a transicdo de fases. Para o arresto em G2
(quando no DNA da célula € detectada mutagéo) é necesséaria uma estabilizagéo
nos locais de fosforizagdo dessa enzima, contudo este ndo seria o Unico
mecanismo envolvido nesse processo. Proteinas especificas como a p38 e a
quinase Chk1 participam, juntamente com a Cdc2, desse mecanismo. Caso néo
ocorra o arresto celular, outro mecanismo € acionado, o da morte celular por
apoptose.

Conforme Susin (1998), apoptose é um processo de indugdo da morte celular,
cuja ativagdo de processos catabdlitos e enzimas, que antecedem a citdlise,
permitem sua identificagao, reconhecimento e digestdo por suas células vizinhas.
A mitocéndria esta diretamente veiculada a este processo (Green, 1998; Susin,
1998; Takeyama et al., 2002). Em casos onde lesdes, ou mutagdes do DNA, que
s8&0 incitadas por processos endogenos e/ou exdgenos, acumulam-se (processo
este que envolve falha no mecanismo de reparo do DNA) ocorre a proliferagéo e
progressao celular (Setlow, 2001; 1zumi et al., 2003) iniciando uma neoplasia.

Células neoplasicas, através de producdo de acidos metabdlicos (gerados pela
glicolise) e de acido latico, aumentam o efluxo de prétons reduzindo o pH
intracelular e conseqglientemente impedem a apoptose (lzumi et al., 2003). Células
tumorais demonstram determinadas caracteristicas (Macdonald & Ford, 2000)

diferenciando-as das células normais:

(1) fatores de crescimento: células tumorais sdo capazes de secretar seus
proprios fatores de crescimento, estimulando desta forma sua proliferagéo
independente de células vizinhas sadias;
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(2) jungao celular: células tumorais ndo dependem de contato com a superficie do
meio extracelular para crescerem;

(3) cultura “in vivo™. células tumorais crescem, freqilentemente, umas sobre as
outras enquanto as células normais, que possuem inibigéo por contato, formam
uma monocamada;

(4) aderéncias: células tumorais apresentam menor aderéncia quando
comparadas com células sadias;

(5) proliferacao: células tumorais proliferam descontroladamente.

Desta forma, a célula cancerigena pode ser caracterizada pela perda de fungéo,
em consequéncia da auséncia de diferenciagao, proliferagéo incontrolada, de sua
capacidade de invadir os tecidos adjacentes e metastase (Brentani et al., 1998;

Simpson et al., 1998).

A metodologia de triagem em cultura de células tumorais humanas, preconizada
pelo National Cancer Institute (NCI/EUA) e realizada na Divisdo de Farmacologia e
Toxicologia do CPQBA/UNICAMP, permite a avaliacdo de substancias quimicas,
inclusive de origem vegetal, em diversos tipos de cancer, possibilitando a
descoberta de drogas com maior especificidade, rapidez, eficiéncia e
reprodutibilidade (Skehan et al., 1990). A atividade que se procura identificar neste
método de triagem & uma resposta dependente da concentracao, bem como agao
citocida em baixas concentracbes e para linhagens especificas, ou seja,
seletividade. As amostras selecionadas de residuos grossos correspondem a
quatro das espécies arboreas mais comumente utilizadas na industria de pisos de
madeira.
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O EBD de Tabebuia sp, na concentragdo de 2,5 ug/mL, apresentou ac¢do citocida
para as linhagens de adenocarcinoma ovariano, melanoma e leucemia. Uma
atividade citocida em baixa concentracéo, para somente trés das nove linhagens,
& um perfil desejado para um extrato bruto, pois demonstra seu potencial para um
possivel agente quimioterapico. Seu EBE também apresentou agéo citocida (em
25 pg/mL) para todas as linhagens tumorais. O género Tabebuia apresenta em
sua composigao quimica uma quinona conhecida como lapachol, cuja atividade
anticancer foi muito relatada (Dinnen, 1997; Renou, 2003). O EBD melhor
demonstra melhor perfil na atividade anticancer, pois sua agao indica poténcia em

baixa concentragao.

Através dos resultados do teste de atividade anticancer foi possivel averiguar que
a extragdo (tanto com o solvente diclorometano como o etandlico) do residuo de
Tabebuia sp nao promoveu uma separacao adequada do(s) composto(s) ativo(s),
ja que ambos os extratos brutos demonstram determinado grau de atividade. Isto
pode ocorrer devido ao fato do(s) composto(s) com atividade apresentarem
estrutura quimica similar, o que confere pouca diferenga de polaridade, nao

permitindo desta forma uma separacao apropriada.

O EBE da B. nitida demonstrou atividade citocida, na concentracéo de 25 pg/mL
para as linhagens de adenocarcinoma prostatico, leucemia e melanoma. A
seletividade para trés linhagens demonstra um possivel potencial para estudos
posteriores, tanto fitoquimicos quanto farmacolégicos. Ja seu EBD nao apresentou
atividade anticancer significativa. O EBD, na concentracdo de 250 pg/mL,
promoveu morte de todas as linhagens, em porcentagem de crescimento distintas.
Isto indica uma agéao citotoxica, ou seja, que provoca morte celular sem nenhuma
seletividade. A analise dos graficos dos extratos brutos demonstra um perfil de
atividade anticancer similar, possivelmente por ndo ocorrer uma separagao
adequada de seu(s) composto(s) quimico(s).
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A espécie D. odorata teve, neste teste, melhor atividade com o extrato bruto
diclorometanico, ja que na concentragdo de 25 ug/mL apresentou atividade
Citocida seletiva para leucemia e ademocarconoma ovariano. Jang et al. (2003)
relatam a presenga de flavondides em sua composigdo quimica, compostos que
notoriamente apresentam atividade anticancer. Os graficos de ambos os extratos
brutos demonstram atividade, repetindo o comportamento observado nas espécies
Tabebuia sp e B. nitida.

O EBD de M. balsamum demonstrou agao citocida, na concentragéo de 25 pg/mL,
para as linhagens de melanoma, adenocarcinomas (colorretal, renal e pulmonar),
carcinomas mamario € mamario resistente, e leucemia. Seu EBE foi citotoxico
para todas as linhagens tumorais na concentragdo mais elevada (250 pg/mL). O
resultado com o EBE n&o & condizente com o perfil da atividade procurada para
dar continuidade aos ensaios fitoquimicos e farmacolégicos, pois apresentou
atividade citotoxica para todas as linhagens, na maior concentragdo utilizada. A
analise, dos graficos dos extratos brutos, demonstra melhor perfil de separacéo
do(s) composto(s) quimico(s).

Para obter agado citocida seletiva para células tumorais e nédo para as células
sadias, € necessario conhecer os diversos mecanismos intracelulares que
controlam e regulam as mesmas. Muitos mecanismos de controle intracelular sao
capazes de conter e atée mesmo eliminar uma célula tumoral. Os medicamentos
quimioterapicos atuam mimetizando ou inibindo mecanismos celulares, entretanto
& necessario conhecimento prévio dos mesmos, especialmente para se determinar
a maneira como 0 medicamento atua sobre o organismo (tanto para as células
tumorais como as células sadias). Esse conhecimento proporciona vantagens na
procura e no desenvolvimento de medicamentos, pois indica as possiveis formas
de se encontrar acao citocida seletiva para as células tumorais.
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Dentre tais mecanismos, esta a agéo da proteina envolvida na regulagdo do ciclo
celular, a supressora de tumor p53; cujas fungdes abrangem inibir o crescimento
celular, induzir arresto do ciclo celular, assim como apoptose. Sua estabilidade é
regulada por uma segunda proteina, a MDM2, que intervem na ubiquinagéo da
p53, permitindo desta forma seu reconhecimento e consequente degradagdo por
proteossomo (Vousden, 2002). Mutagbes no gene TP53 ou defeitos nas vias de
sinalizagéo para a p53 acabam por inibir a atividade dessa proteina, aumentando
a malignidade do tumor (Vousden & Lu, 2002).

Estudos evidenciam uma elevada expressado da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2),
em tumores de prostata (Patel et al., 2005) e tumores de colon (Dong et al., 2005).
Esta enzima esta envolvida na geragao de radicais livres, aumento da proliferacéo
celular, diminuicdo do processo apoptético, indugdo e manutengdo da
angiogénese (Masferrer at al., 2000, Kirschenbaum et al., 2001; Myers et al., 2001;
Sjodahl, 2001), assim como no crescimento, viabilidade e controle da metastase
do tumor (Masferrer at al., 2000; Yamamoto & Viale, 2003).

A atividade antiproliferativa produzida pelos extratos analisados pode decorrer de
uma agado especifica sobre quaisquer desses mecanismos mencionados, entre
outros. Os extratos s&o produzidos através de extragdo por fluxo continuo
(aparelho denominado Soxleht), utilizando-se de solventes com polaridades
diferentes. O primeiro solvente (diclorometano) € de polaridade intermediaria (mais
apolar), ja o etanol 98% apresenta uma polaridade mais elevada (mais polar).
Portanto, cada extrato produzido apresentara compostos quimicos com diferentes

polaridades, conforme a caracteristica do veiculo extrator.

As atividades encontradas durante o estudo farmacologico poderao ser
ocasionadas por uma, ou mais, das substancias quimicas presentes nos exiratos.
Como a primeira extragdo produz um extrato bruto, ou seja, que contém muitas
substancias quimicas, € possivel supor que um mesmo extrato apresente
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atividade em mais de um dos modelos de estudo farmacolégico; sendo que tais

atividades podem ser promovidas por substéancias diferentes.

Assim, para prosseguimento dos estudos de avaliagdo farmacolégica, foi
selecionada a espécie Myroxylon balsamum, em fungéo do perfil apresentado no
teste anticancer de cultura de células tumorais humanas e, adicionalmente, tratar-
se de uma espécie arborea muito utilizada na indistria madeireira, gerando
abundante residuo grosso, por ser pouco explorada para a obtengéo de principios
ativos de origem vegetal e ter caracteres organolépticos como odor e textura
oleosa (indicativos de lipossolubilidade). Na sequéncia foi avaliada a atividade
farmacoldgica (testes de a¢do hipno-sedativa, antinocicepgéo e antiulcerogéncia)
do extrato bruto diclorometéanico (EBD) de M. balsamum.

O teste de atividade geral (screening hipocratico) possibilita a avaliagdo dos
efeitos do extrato ou droga estudados sobre o estado de consciéncia e disposicao,
sobre a capacidade exploratoria, coordenagao motora, tonus muscular, sistema
reflexo e possivel agao sobre o sistema nervoso central (SNC) e autdénomo. Os
resultados preliminares, sobre os possiveis efeitos do extrato no organismo,
permitem um direcionamento das investigagdes cientificas posteriores (Malone,
1977). Nos primeiros 15 minutos € avaliada a capacidade exploratéria, ou seja, o
animal explora o local, um ambiente novo, o que € medido através da ambulacéo.
Entre os 15 e 60 minutos posteriores & avaliada a atividade motora do animal, isto
€, ele ja conhece 0 ambiente e nao explora mais, € sim se movimenta (Carlini &
Burgos, 1979).

Como descrito previamente na analise organoléptica do exirato em questdo, o
odor e textura oleosa indicam a presenga de componente(s) quimico(s)
lipossoluvel(is), capaz(es) de ftranspor a barreira hematoencefalica,
proporcionando atividade direta sobre o SNC; conforme observado no teste de
atividade geral. O EBD de M. balsamum produz depressdo do SNC. Uma
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substancia quimica ou um farmaco, para atuar sobre o SNC, necessita transpor a
lenta difusdo proporcionada pelas células endoteliais (ricas em jungbes de
ocluséo) e a barreira hematoencefélica, que separa o SNC da periferia (Rang et
al., 2003). A lipossolubilidade & um fator determinante para a difusdo passiva de
qualquer substancia para o SNC; sendo sua passagem proporcional as
caracteristicas lipossoltiiveis da mesma.

Com o objetivo de explorar os resultados preliminares obtidos a partir da
realizacdo do "screening" hipocratico buscou-se avaliar as acbes especificas
sobre o SNC (atividade hipno-sedativa) e antinociceptiva.

O estado de anestesia pode corresponder a diversos graus de imobilidade,
amnésia, hipnose, agdo antinociceptiva, relaxamento muscular e depressdo dos
reflexos autdnomos, dependendo do procedimento clinico. Para se obter tal
estado € preciso utilizar de mecanismos enddgenos do organismo, mimetizando
suas agdes. Os receptores ligados a canais idnicos, como os receptores para y-
acido aminobutrico (GABA), glicina, serotonina-3 (5-HT3) e nicotinicos para
acetilcolina (ACh), apresentam ac&o dita inibitoria. Tais receptores, uma vez
expostos a pequenas quantidades de seus agonistas enddgenos, permitem um
influxo de ions, promovendo uma hiperpolarizagdo da membrana pés-sinaptica
neuronal e impossibilitando a agdo de neurotransmissores excitatérios (Krasowski
& Harrison, 1999).

A capacidade do EBD de M. balsamum de induzir sedagado efou hipnose foi
avaliada através da indugao de sono por éter etilico. A escolha do éter etilico
como agente indutor do sono segue 0s mesmos principios gerais dos agentes
barbituricos, ou seja, os efeitos sdo mediados via o complexo de receptores
GABAa (Chambers et al. 1978; Krasowski & Harrison, 1999; Jenkins et al., 2001).
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Os receptores para o y-acido aminobutrico (GABA), um neurotransmissor inibitério
presente em aproximadamente 30% das sinapses, é responsavel por regular o
estado de vigilancia, ansiedade, tensdo muscular, atividade epileptogénica e
funcbes da memoéria no sistema nervoso central. Sobre esses receptores,

compostos por subunidades «, B, v, 8 e g atuam os medicamentos

benzodiazepicos e barbitdricos, utilizados no tratamento de ansiedade e insénia
(Rang et al., 2003; Beason, 2004). As agdes alostéricas sobre as subunidades
dos receptores determinam o perfil clinico do medicamento, independentemente

do grupo farmacolégico em que se encontram.

Para a execugédo do teste foram utilizadas doses padronizadas de 100, 300, 500 e
1000 mg/kg. Em todas as doses foi observada a duragdo da hipnose, ndo sendo
possivel registrar o tempo de laténcia, devia a rapida acdo do EBD sobre o SNC.
Na dose de 1000 mg/kg, que apresentou a atividade mais intensa do EBD, os
animais ja nao apresentam reflexo postural apés 15 minutos da administragéo do
extrato, encontrando-se em estado hipnético e hipotérmico, que durou
aproximadamente 3,5 horas ap0s a administracdo (Figuras 15 e 16). As
manifestacbes fisicas descritas para a dose de 1000 mg/kg do EBD de M.
balsamum pedem ser descritas como um estado de anestesia geral.

Muitos medicamentos que promovem relaxamento muscular, diminuigdo da
ansiedade e hipnose sdo capazes de promover uma atividade antinociceptiva,
através de retardamento da transmissdo de impulsos nervosos das fibras
nociceptivas do tipo C por inibicdo da propagacao de neurotransmissores
excitatérios. Todavia nao foi determinado o mecanismo de agéo preciso através do
qual o EBD de M. balsamum ocasionou o estado de depressdo do SNC.

O teste da placa quente (hot plate) mede o tempo de reagdo do animal a um
estimulo térmico (temperatura constante de 56,4 + 0,1°C) (Wooife & MacDonaid,
1944). Este teste proporciona uma detecgdo de analgésicos de agao central, como
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os opidides (Rates & Barros, 1994). O EBD de M. balsamum, na dose de 1000
mg/kg, apresentou uma resposta similar 8 da morfina (agente opidide utilizado
como controle positivo na realizagéo do teste). A agéo antinociceptiva pode ser
promovida através da depresséo do SNC, a niveis do coértex e do hipocampo no
SNC e néo de atividade especifica das vias nociceptivas.

Prosseguindo com as avaliagdes farmacologicas, o EBD de M. balsamum foi
avaliado em modelos experimentais para atividade antiulcerogénica. A secregéo
acida no lumem estomacal tem a fungéo fisiologica de promover uma etapa do
processo digestivo. Apos estimulos, visuais e olfativos, ou ingestdo de alimentos,
o sistema entérico e o nervo vago promovem a liberagcdo de neurotransmissores e
horménios, como acetilcolina (ACh), gastrina e histamina, que ocasionardo a
ativagdo de bombas H'/K" -ATPase e, consequentemente, a secrecdo &cida
(Aihara et al., 2003).

A gastrina, liberada pelas células antrais G e através da estimulacdo do nervo
vago, com consequente liberagdo de ACh, estimula a liberacdo de histamina de
células enterocormafins similares (enterochromaffin like, ECL) e mastécitos, que
em conjunto atuam promovendo aumento da secre¢do acida. Apos a diminuicdo
do pH intragastrico ocorre a liberagdo de somastatina, pelas células antrais D,
inibindo a liberag&o de gastrina (Aihara et al., 2003).

A defesa da mucosa gastroduodenal em virtude da constante redugcdo do pH
luminal esta subdivida em pré-epitelial, epitelial e subepitelial. Através de fatores
endégenos como prostaglandinas (PGs), glutationa reduzida (substancias
sulfidrilas nao protéicas), 6xido nitrico, ativagbes dos receptores proteinase-
ativadas (PAR 1 e 2 por proteases) promovem hiperemia, aumento de secregao
de muco e de bicarbonato de sddio, assim como a inibicdo da secrecao acida
(Kaunits & Akiba, 2004). Através desses Inumeros processos € possivel a
manutencado fisioldégica do trato gastrointestinal (TGI), contudo esse ténue
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equilibrio pode ser rompido por fatores como estresse, ingestdo continua de
bebidas alcodlicas ou medicamentos antiinflamatérios ndo esteroidais, e infecgdo
por Helicobacter pylori, provocando o aparecimento de gastrites ou Ulceras
pépticas.

Nos estudos envolvendo o mecanismo de agdo para uma droga antiulcerogéncia,
existem duas possibilidades. O primeiro refere-se aos mecanismos que aumentam
a resisténcia das células da mucosa gastrica contra fatores agressivos, como o
acido cloridrico, a pepsina, a ingestdo de etanol e o uso de medicamentos
antiinflamatérios ndo esteroidais e /ou que limitam o acesso destes agentes as
células da mucosa. O segundo refere-se aos mecanismos que regulam o processo
de secrec¢ao acida gastrica (Allen et al., 1993).

Na ocorréncia de uma injuria periférica o organismo reage promovendo reagdes
em cascata, que liberam substancias quimicas que agem localmente, ocasionando
um processo inflamatério e hiperalgesia, na tentativa de restaurar o tecido
lesionado. Os prostandides (leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas) sdo
produzidos através da ag¢ao da enzima fosfolipase A; (PLAz) sobre os fosfolipideos
de membrana dando origem ao &acido araquiddnico (Samad et al., 2002). Os
agente antiinflamatoérios nao esteroidais (NSAIDs) tem como mecanismo de agao
a inibicdo da enzima ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1e 2) e consequentemente da
sintese de PGs (Vane, 1998).

Peskar (2001) demonstrou que durante a estimulagao vagal as prostaglandinas
PGE, e PGF;,, sao liberadas em maior quantidade, promovendo aumento da
protecdo da mucosa gastrica; possivelmente por inibir a ativagdo leucocitaria
(Harada et al., 1999). O primeiro método empregado foi a indu¢édo de ulcera por
indometacina que abrange os estudos de mecanismos de citoprotecao e secregao
acida gastrica. O extrato de M. balsamum, administrado via oral na concentracao
de 1000 mg/kg, reduziu o ILU em 52,7%.
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No modelo de ulcera induzida por indomentacina, a dose inicialmente utilizada foi
de 1000 mg/kg. Apds a realizagdo de uma curva dose-resposta (DE50%) com as
doses empregadas no teste de atividades sedativas-hipnéticas; o resultado obtido
demonstra uma atividade antiulcerogénica estatisticamente igual entre as doses
administradas, sendo dessa forma selecionada a dose que demonstrou melhor
perfil hipno-sedativo (300 mg/kg).

O modelo seguinte foi o de Ulcera induzida por etanol absoluto, que avalia a
ativagdo de fatores denominados citoprotetores da mucosa gastrica (Robert,
1979). O etanol tem como principal mecanismo ulcerogénico a precipitacdo das
proteinas presentes no muco gastroprotetor. Também é considerado um agente
irritante da mucosa gastrica, promove a deple¢do da substancia endogena
sulfidrila ndo protéica, encontrada no estomago e que desempenha papel
importante na citoprote¢ao neutralizando os radicais livres (Oliveira et al., 2004). O
extrato promoveu redugao do ILU em 88,2% e a carbenoxolona reduziu o ILU em
85,7%. Aparentemente o EBD exerce maior atividade nesse modelo experimental,
em comparagado com o modelo de Ulcera induzida por indometacina, pois reduziu
o ILU em 88,2%.

A analise dos resultados iniciais, em modelos antiulcerogénicos, demonstrou um
elevado potencial do EBD de M. balsamum em inibir a formacdo de ulceras
gastricas agudas. Podem-se inferir possiveis mecanismos que promoveriam tal
atividade, exarcebacao na produgéo de substancias sulfidrilicas néo proteicas ou
de prostaglandinas, inibigdo da secrecéo acida, atividade anticolinérgica do EBD
ou agao sobre receptores de histamina, particularmente em receptores H;; sendo
necessario a realizacao de testes adicionais para averiguar qual o mecanismo
preciso do EBD que promove a agao antiulcerogéncia encontrada.

Estudos realizados em modelos experimentais de indugao de ulcera por estresse,
0 uso de diazepam reduziu a formagéo de ulceras (Kunchandy & Kulkarini, 1987,
Mediratta et al., 2001; Gabry et al.,, 2002). O EBD de M. balsamum promoveu
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depressdo do SNC, caracteristica compartihada com medicamentos
benzodiazepinicos como o diazepam, e redugédo do ILU em modelos de Ulceras
induzidas por indometacina e etanol absoluto. Para averiguar uma possivel inter-
relagdo entre o mecanismo depressor do SNC e antiulcerogénico (sobre os
modelos de ulceras previamente executados) do EBD, realizou-se novamente um
teste de ulcera induzida por etanol absoluto, onde o EBD apresentou melhor ILU,
incluindo um grupo experimental tratado com diazepam, na mesma dose utilizada
nos estudos de depressao do SNC (3 mg/kg).

O grupo tratado com diazepam promoveu um aumento na formagéo de Ulceras,
enquanto o EBD continuou a inibir o mesmo processo. Tal comportamento do
diazepam pode ser explicado pelo envolvimento do neurotransmissor GABA no
processo de regulagao do sistema gastroprotetor, estimulando a liberagéo de
gastrina e diminuindo na liberagado de somastatina, na mucosa gastrica (Ekblad et
al., 2000), sendo que sua capacidade de inibir a formagao ulceras se restringe ao
modelo experimental de ulcera induzida por estresse. Esse resultado descarta o
mecanismo de agdo gastroprotetor do EBD de M. balsamum através de interagdo
com o receptor GABA, conferindo indicios que esta atividade sobre o TGI ocorre
por outro mecanismo. Contudo nao descarta uma possivel agao sobre o receptor
GABA), no SNC, promovendo assim o estado anestésico observado

anteriormente.

Prosseguindo os estudos para determinar 0 mecanismo de agao antiulcerogénico
realizou-se um teste para averiguar a possivel intensificagao na produgéo de PGs,
que aumenta a prote¢do da mucosa gastrica através do aumento da produgao do
muco protetor. Neste modelo a indometacina (10 mg/kg) € administrada
subcutadneamente para inibir a sintese de PGs, sem provocar ulceracdo da
mucosa gastrica. Apés administracdo dos tratamentos e do etanol absoluto, se
houver diminuigao da atividade antiulcerogéncia provavelmente o mecanismo de

acdo envolve a participagdao de PGs. No entanto os resultados obtidos
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demonstram que o extrato continuou a promover protegcdo gastrica, excluindo a

participagdo da via das PGs do mecanismo antiulcerogénico do EBD.

O ensaio subsequente visou verificar a participagdo de substancias sulfidrilicas
nao proteicas (glutationa reduzida) na citoprotecdo gastrica. Notoriamente é
conhecido que a concentragdo elevada de glutationa reduzida, encontrada na
mucosa gastrica, apresenta atividade antioxidante impedindo a agdo de radicais
livres sobre a mucosa, assim como reduz a permeabilidade vascular (Szabo,
1981). Neste modelo os grupos experimentais sao previamente tratados com um
agente alquilante das substancias sufidrilicas nao proteicas, a N-etiimaleimida,
ocasionando inativacao das mesmas (Takeuchi et al., 1989), em seguida a Ulcera
€ induzida por etanol absoluto. O tratamento com o EBD continuou a promover
protecdo da mucosa gastrica, indicando que seu mecanismo de citoprote¢cao nao

envolve a participagao dessas substancias.

Para averiguar a hipotese de uma atividade anti-secretora, o extrato foi ensaiado
em modelo de ligadura de piloro, que possibilitou a avaliagédo de parametros como
volume e concentragéo de ions H" do contedo gastrico. Esse resultado sugere
uma acao anti-secretora do EBD de M. balsamum.

Uma acdo anti-secretora pode ocorrer por inibigdo das bombas H'/K'-ATPase
(como o omeprazol), por antagonismo de receptores H, da histamina (como a
ranitidina ou cimetidina) (Aihara et al., 2003), ou ainda por uma atividade
anticolinérgica. Conforme citado anteriormente, um extrato bruto contem inumeros
compostos quimicos. O EBD do M. balsamum apresentou atividade anticancer,
depressora do SNC, antinociceptiva e antiulcerogénica; porém €& possivel que
cada uma das atividades observadas tenha sido decorrente da agéo de uma ou
mais substancias quimicas presentes no extrato bruto, ndo indicando
necessariamente um unico principio ativo produzindo simultaneamente esses

efeitos.
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Analisando todos os resultados obtidos pode-se inferir que a atividade
farmacologica do EBD de M. balsamum, observada em diversos modelos
experimentais, pode ser consequéncia da variedade de compostos quimicos
presente no extrato, indicando a necessidade de estudos complementares para

determinagéo do mecanismo de agao e identificagao dos principios ativos.

Os resultados do presente trabalho demonstram que o estudo de atividade
farmacologica com extratos brutos obtidos a partir de residuos madeireiros é uma
possibilidade promissora, tanto na identificagdo de principios ativos como na
agregacado de valor a atividade florestal. Indicam também, a necessidade do
aprofundamento nas pesquisas visando avaliar a geracdo de residuos nos
diferentes processos de transformagado, separagdo dos mesmos e outras
possibilidades de uso.

Para incentivar a utilizagdo dos residuos madeireiros na procura de novos
principios ativos com atividade terapéutica é preciso elaborar um plano de gestéo
envolvendo todas as fases do processo de industrializagcdo da madeira,
estabelecendo um perfil para a geragéo de residuos. Seria necessario identificar
as regides com concentragdes de residuos que viabilizem a extragdo em grande
escala de compostos ativos assim como estabelecer um procedimento que
permita otimizar a identificag@o e separagdo dos mesmos, sem que estes sofram
algum tipo de processo quimico ou fisico, que poderia provocar alteracdes

quimicas de sua composi¢ao original.

Para isso seria necessario estabelecer uma parceria com a industria madeireira,
sendo que tal procedimento proporcionaria vantagens para todos os envolvidos e,
ainda, auxiliaria a contornar obstaculos encontrados durante a execugao desse

trabalho, como por exemplo, a identificagdo correta da espécie do residuo.
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Em algumas espécies, como as do género Tabebuia, por exemplo, é muito dificil a
identificagéo precisa apenas com base na andlise macroscopica da estrutura
anatomica. A associagcdo com a industria poderia auxiliar na identificagdo precisa
das espécies, com a coleta de material para identificagdo botanica, e na
possibilidade da selegéo das toras a partir da extragdo florestal. Outro possivel
beneficio seria a possibilidade de selecionar o residuo que sera destinado &
extragdo, contornando probiemas como a aplicagédo prévia de algum tratamento
quimico ou fisico ou mistura de varias espécies durante a producdo dos residuos.
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CONCLUSOES



A analise dos resultados obtidos na presente pesquisa, permite concluir:

# Os extratos obtidos a partir de residuos florestais demonstraram atividade
antiproliferativa em cultura de células tumorais humanas; com destaque para
EBD e EBE de Tabebuia sp, EBE de Bowdichia nitida, EBD de Diptoryx
odorata e EBD de Myroxylon balsamum.

# A espécie selecionada, Myroxylon balsamum (EBD), apresentou atividade
anticancer, depressora do SNC, atividade antinociceptiva e antiulcerogénica.

# A atividade farmacolégica do EBD de Myroxylon balsamum pode ser
consequéncia da variedade de compostos quimicos presente no extrato,
indicando a necessidade de estudos para determinagdo do mecanismo de

acao e identificacao dos principios ativos.

# Esses resultados estimulam a continuidade dos estudos com residuos

madeireiros, na busca de novos farmacos.
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Apéndice 1. Descrigéo da estrutura anatémica da madeira de Ipé (Tabebuia sp).

Descricdo anatébmica macroscépica: Parénquima axial distinto sob lentes:
aliforme com pequenas aletas, as vezes confluente, seriado, estratificado. Raios
visiveis sob lente nas faces transversal e radial; na face longitudinal tangencial
nota-se o listrado de estratificagdo; poucos; baixos; homocelulares; 6leo resina
presente. Vasos visiveis sob lente; predominantemente solitarios (81%); médios;
pouco numerosos; pontuacoes intervasculares. Estratificacdo distinta sob a lente.

Camadas de crescimento delimitadas pelo parénguima marginal e por zonas

fibrosas.

Superficie tangencial Superficie transversal (10x)

Ocorréncia: Brasil: Amazobnia Bahia, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Mato

Grosso e Goias. Qutros: América Latina.

Fontes: Manieri e Chimelo (1989);

http://www.ipt.br/areas/dpf/propriedades/
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Apéndice 2. Descri¢c8o da estrutura anatdmica da madeira de Sucupira (Bowdichia
nitida).

Descricao anatémica macroscépica: Parénquima axial notado a olho nu,
aliforme de extensdc losangular; seriado; 6leo resina e cristais romboidais em
séries cristaliferas presentes. Fibras libriformes, estreitas predominantemente;.
Vasos solitarios predominantes; oleo resina presente; elementos vasculares muito
curtos a curtos; pontuagdes intervasculares aiternas, ovaladas a irregulares:
hemocelulares e heterocelulares; estratificacdo e dleo-resina presentes.

Estratificacdo do parénquima axial, radial e elementos vasculares. Camadas de

crescimento indistintas.

Superficie tangencial Superficie transversal (10x)

Ocorréncia: Brasil: Floresta tropical.

Fontes: Manieri e Chimelo (1989);
http://www.ipt.br/areas/dpf/propriedades/
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Apéndice 3. Descrigdo da estrutura anatdmica da madeira de Cumaru (Dipteryx
odorata).

Descricdo anatdémica macroscépica: parénquima axial: visivel sob lente,
paratraqueal aliforme de extensao losangular, ocasionaimente confluente. Raios:
visiveis apenas sob lente no topo e na face tangencial, finos, numerosos,
estratificados (3 mm por mm). Vasos: visiveis a olho nu, pequenos a médios:
poucos; porosidade difusa; solitarios, geminados, e multiplos de 3 a 6: obstruidos
por oleo-resina. Camadas de crescimento: pouco distintas, demarcadas por zonas
fibrosas.

Superficie tangencial

Ocorréncia: Brasil: Amazénia. Outros paises: Guiana, Guiana Francesa,

Suriname, Venezuela.

Fontes: Manieri e Chimelo (1989);
http:/iwww.ipt.br/areas/dpf/propriedades/
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Apéndice 4. Descricdo da estrutura anatémica da madeira de Cabrelva

(Myroxylon balsamum).

Descricdo anatéomica macroscopica: Parénquima axial pouco contrastado,
visivel sob lente, paratraqueal escasso, vasocéntrico; marginais ocasionalmente
presentes em finas linhas tangenciais, usualmente interrompidas; cristais poucos,
solitarios. Raios no topo, muito finos, numerosos, distintos sob lente; face
tangencial em disposi¢cdo estratificada; heterocelulares; numerosos; oleo-resina
avermelhado presente; pequenos cristais nas células marginais. Vasos vistos a
olho nu; numerosos; pequenos a médios; pontuagdes intervasculares.
Estratificacdo presente. Camadas de crescimento indistintas.

Superficie tangencial Superficie transversal (10x)

Ocorréncia: Brasil: Para, Espirito Santo, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato

Grosso do Sul, Maranhao. Outros: México, Argentina e Paraguai.

Fontes: Manieri e Chimelo (1989);
http://www.ipt.br/areas/dpf/propriedades/



