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RESUMO

Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, conhecida na regido nordeste do Brasil como
angico, € amplamente utilizada na medicina popular tradicional para tratar problemas
respiratérios e inflamacdes. Este estudo teve como objetivo avaliar as atividades
antimicrobiana, antiaderente, antioxidante, anti-inflamatéria e antinociceptiva de A.
macrocarpa do semidrido da Bahia, coletadas na regido da Floresta Nacional Contendas do
Sincord (FLONA), segundo dados etnofarmacoldgicos da regido. Os extratos etandlicos da
casca, galho e folha foram preparados por maceracdo e suas fragdes de hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol foram preparadas por parti¢do. Para a avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos e suas fracdes foram realizados testes de
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM). A
atividade antiaderente dos extratos etandlicos foi avaliada sobre Estreptococos mutans UA159
e Estreptococos sobrinus 6715 pelo ensaio de Concentragao Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA). Para a medida da atividade antioxidante dos extratos etandlicos foram utilizadas as
técnicas de autoxidagdo do sistema [B-caroteno/dcido linoléico e atividade sequestrante do
radical DPPH. Para os ensaios antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato etandlico da
casca foram utilizados camundongos Balb-C. O efeito antinociceptivo foi avaliado pelos
testes de contor¢cdo abdominal induzido por acido acético 0,6%, pela injecdo intraplantar de
formalina 1,5% e pelo método de von Frey eletronico apds injecao intraplantar de carragenina
(Cg). Para a determinagdo da atividade anti-inflamatéria foram realizados testes de migracao
de neutréfilos para a cavidade peritoneal, avaliagdo da permeabilidade vascular analisada pelo
teste de azul de Evans, detec¢do de citocinas por ELISA, mensuracdo do acimulo de
neutréfilos na pata medido por ensaio de atividade da mieloperoxidase e formacdo edema de
pata induzido por Cg 1% medido por hidropletismdmetro. Os resultados mostraram que as
fracdes hexano e acetato de etila da casca, o extrato etandlico e a fracdo hexano do galho e as
fracdes hexano e diclorometano da folha apresentaram atividade antibacteriana com CIM
menores que 100 pg/mL frente as bactérias do grupo mutans. O crescimento de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 foi inibido pelos extratos etandlico da casca (CIM = 500 pg/mL) e
da folha (CIM = 1000 pg/mL). A bactéria Escherichia coli ATCC 25922 teve seu crescimento
inibido pela fracdo diclorometano da casca, galho e folha e fragdo acetato de etila da folha
(CIM = 500 pg/mL). Os resultados mostram a potencialidade da A. macrocarpa na inibigao
da aderéncia. Observou-se um comportamento antioxidante relevante dos extratos etandlicos
da casca, galho e folhas (500 e 1000 pg/mL), alguns extratos apresentaram valores superiores
aos encontrados para os padroes alfa-tocoferol e BHT. O extrato etandlico da casca (50 e 100
mg/kg) apresentou inibi¢do da nocicepcao visceral induzida por 4dcido acético e induzida pela
formalina na pata (50 e 100 mg/kg) e inibiu a hipernocicep¢ao mecanica (teste de von Frey) e
migracdo de neutréfilos (teste Mieloperoxidase). O extrato etandlico da casca reduziu o
extravasamento de plasma induzido por Cg e aumentou os niveis de IL-10. Os resultados
evidenciaram que A. macrocarpa é uma espécie rica em atividade biolégica, sendo promissor
o isolamento e identifica¢do de seus compostos bioativos.

Palavras-chave: Plantas medicinais - Anadenanthera macrocarpa. Farmacologia
experimental. Extratos vegetais — Farmacologia. Bioensaios.
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ABSTRACT

Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, known in northeastern Brazil as angico, is
widely used in traditional folk medicine to treat respiratory problems and inflammation. This
study aimed to evaluate the antimicrobial, nonstick, antioxidant, anti-inflammatory and
antinociceptive A. macrocarpa in the semi-arid region of Bahia, collected in the region of the
National Forest Contentions Sincord (FLONA), according to ethnopharmacological the
region. The ethanol extracts of bark, twig and leaf were prepared by maceration and fractions
of hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol were prepared by partition. To evaluate
the antimicrobial activity of ethanol extracts and fractions tests were performed Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC). The
nonstick activity of ethanol extracts was evaluated on Streptococcus mutans UA159 and
Streptococcus sobrinus 6715 by test Minimal Inhibitory Concentration of Adherence (MICA).
To measure the antioxidant activity of ethanol extracts were used the techniques of
autoxidation system P-carotene/linoleic acid and DPPH scavenging activity. To test the
antinociceptive and anti-inflammatory extract of the bark were used Balb-C. The
antinociceptive effect was evaluated by the writhing test induced by acetic acid 0.6% by
intraplantar injection of formalin 1.5% and the method of von Frey electronic after
intraplantar injection of carrageenan (Cg). To determine the anti-inflammatory activity tests
were performed neutrophil migration into the peritoneal cavity, evaluation of vascular
permeability assessed by Evans blue test, detection of cytokines by ELISA, measuring the
accumulation of neutrophils in the paw measured by activity assay myeloperoxidase and
edema formation induced paw Cg 1% as measured. The results showed that the fractions
hexane and ethyl acetate peel, the ethanol extract and the hexane fraction of the branch and
the hexane and dichloromethane fractions of the leaf showed antibacterial activity with MIC
less than 100 pg/mL on the mutans streptococci. The growth of Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145 was inhibited by ethanol extracts of the bark (MIC = 500 pg/mL) and leaf (MIC
= 1000 pug/mL). The bacterium Escherichia coli ATCC 25922 had its growth inhibited by
dichloromethane fraction of the bark, twig and leaf and ethyl acetate fraction of the leaf (MIC
=500 pg/mL). The results show that A. macrocarpa in the inhibition of adhesion. There was a
significant antioxidant behavior of ethanol extracts of bark, twig and leaf (500 and 1000
mg/mL), some extracts showed higher values than those found for the standard alpha-
tocopherol and BHT. The extract of the bark (50 and 100 mg/kg) showed inhibition of
visceral nociception induced by acetic acid and formalin-induced paw (50 and 100 mg/kg)
and inhibited hypernociception mechanical (von Frey test) and migration neutrophils
(Myeloperoxidase test). The extract of the bark reduced the plasma leakage induced by Cg
and increased levels of IL-10. The results showed that A. macrocarpa is a species rich in
biological activity, and promising the isolation and identification of their bioactive
compounds.

Keywords: Medicinal plants - Anadenanthera macrocarpa. Experimental pharmacology.
Plant extracts — Pharmacology. Biological assay
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), as plantas medicinais sao
representadas por todas as espécies silvestres ou cultivadas, quando utilizadas como recurso
para prevenir, aliviar, curar ou modificar um processo fisioldgico normal ou patolégico ou
quando estas sdo fontes de farmacos ou de seus precursores (ORGANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD, 2000).

Em 1978, a OMS reconheceu os medicamentos de origem vegetal como recurso
terapéutico (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001) e recomendou aos paises que
executassem levantamentos regionais e identificacao botanica de espécies vegetais usadas na
medicina popular tradicional; estimulassem e indicassem o uso das plantas medicinais com
eficdcia e seguranca comprovadas e contraindicassem o emprego das priticas medicinais
populares consideradas inuteis ou prejudiciais (CAVALCANTE, 2010).

O desenvolvimento de estudos de atividade biolégica de produtos naturais, estudos do
conhecimento ¢ do uso de produtos naturais em populacdes locais contribuem para a
descoberta de formas alternativas econdmicas no tratamento e prevencao de doencas dessas
populacdes, além de originar dados para conservacao da biodiversidade das espécies nativas e
na melhoria de qualidade de vida da populacdo estudada, além de manter as tradi¢cdes do
conhecimento popular (PAULA et al., 2001).

A vantagem no desenvolvimento de pesquisas farmacoldgicas de plantas medicinais é
o seu grande alcance social, permitindo que as informacdes sejam retornadas a populagdo,
através de folhetos educacionais, que relatem a identificagdo da espécie, melhor época e
forma de colheita, parte empregada e modo de preparo (CARLINI, 1983). Para os paises em
desenvolvimento, poderiam substituir principios ativos importados por tinturas padronizadas
de espécie de facil cultivo e com equivaléncia terapéutica, permitindo assim menores gastos
com doengas (FARNSWORTH, 1985).

Além disso, o uso de plantas medicinais ndo se restringe as zonas rurais ou regides
desprovidas de assisténcia médica e farmacéutica, sendo também utilizadas intensamente no
meio urbano como forma alternativa ou complementar aos medicamentos da medicina oficial.
O uso de fitoterapicos no Brasil constitui um mercado de US$ 400 milhdes, e ainda sdo
recomendadas pela Organizacdo das Nagdes Unidas que reconheceu o uso de plantas
medicinais por 2/3 da populacdo da Terra (BARATA, 2010). Estima-se que o Brasil possui

aproximadamente 55 mil espécies vegetais catalogadas, das quais apenas 8% foram estudadas
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para identificagdo de moléculas bioativas e, quatro mil s@o reconhecidas como plantas
medicinais (BRASIL, 2004).

Os fitofarmacos, moléculas com agao terapéutica de origem vegetal representam uma
alternativa tecnoldgica e econdmica em relacdo ao elevadissimo custo do desenvolvimento de
um novo medicamento realizado através da andlise combinatéria e sintese de moléculas a
partir de moldes biolégicos que apresentam diversos efeitos indesejaveis tais como a propria
dificuldade de adaptacdo ao receptor biolégico (LASTRES et al., 2001).

Portanto, o valor dos produtos naturais é claramente reconhecido na descoberta de
novos compostos bioativos, sendo que das novas drogas aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) desde 1983 até 1994, 28% procedem inteiramente de produtos
naturais, 39% sao derivados de produtos naturais e 33% sdo drogas de origem sintética
(NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

Nessa perspectiva de aumento do mercado de medicamentos, a participacdo das
plantas medicinais é fundamental, particularmente no desenvolvimento de fitoterdpicos e na
identificacdo de novas moléculas ou protétipos bésicos para geragdo de novos medicamentos
sintéticos (YATSUDA, 2004), visto que muitos constituintes de plantas e/ou seus derivados
semi-sintéticos constituem uma parcela aprecidvel dos farmacos de ponta recém introduzidos
no mercado. Trata-se de um mercado poderoso a busca de novas moléculas para assegurar a
competitividade na produc¢do de novos medicamentos patenteados. Além disto, também
representam a oportunidade de elaborar os medicamentos denominados fitoterdpicos, que sdo
extratos vegetais padronizados e validados do ponto de vista da sua eficicia, seguranca e
qualidade (BHATTARAM; GRAEF; KOHLERT, 2002).

A pesquisa direcionada para a descoberta de novos produtos naturais para fins
terapéuticos se justifica pela busca de menores efeitos adversos e maior eficiéncia quando
comparados aos produtos industrializados na terapéutica de doencas de alta prevaléncia e
morbidade como infec¢des, canceres e imunodeficiéncias (CLARDY; WALSH, 2004). Para
isto sdo necessarios estudos biomonitorados comecando com extratos brutos, com a
identificacdo, isolamento e sintese dos compostos biologicamente ativos, estudos laboratoriais
“in vitro”, passando por modelos de estudo “in vivo” e culminando com os estudos clinicos
longitudinais (CATE; MARSH, 1994).

Deste modo, o presente trabalho tem como tema o estudo da atividade bioldgica de
Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, coletada na regido de caatinga de Contendas do
Sincord (BA) como possivel candidata a fitofdirmaco, a fim de unificar o uso popular e o

cientifico. A realizacdo deste trabalho justificou-se, principalmente pela necessidade do
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estudo de plantas medicinais do semidrido brasileiro, além do isolamento e identificacdo dos
compostos bioativos, possibilitando a geracao de patentes, inovacao tecnoldgica, implantacao
de novas metodologias nos laboratérios e o uso sustentdvel da biodiversidade. A descoberta
de novos produtos de origem natural ou compostos quimicos isolados com atividade bioldgica
€ de grande interesse cientifico, ambiental, tecnoldgico e econdmico para o pais, tanto para o

desenvolvimento de fitoterdpicos quanto dos fitofarmacos no Brasil.



18

2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais t€ém formado a base dos cuidados de saide em todo o mundo
desde os primordios da humanidade e ainda sdo amplamente utilizados com grande
importancia no comércio internacional. O reconhecimento de seu valor clinico, farmacéutico e
econOmico continua a crescer, embora isso varie muito entre os paises. As plantas sdo
importantes para a investigacdo farmacoldgica e desenvolvimento de medicamentos, ndo sé
quando fitocompostos bioativos sdo usados diretamente como agentes terapéuticos, mas
também como matérias-primas para a sintese de drogas ou como modelos para os compostos
farmacologicamente ativos (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

Os produtos naturais, em particular as plantas, contém inimeros constituintes e seus
extratos, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios
ativos devido a presenca de compostos de classes ou estruturas diferentes contribuindo para a
mesma atividade; assim, no estudo da atividade biolégica de extratos vegetais € importante a
selecdo de bioensaios para a detec¢do do efeito especifico (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

As espécies vegetais apresentam a capacidade de produzir, transformar e acumular
inimeras substancias que ndo estdo necessariamente relacionadas de forma direta com a
manuten¢do da vida da planta, mas garantem vantagens para a sua sobrevivéncia e para a
perpetuacdo da espécie, sdo os chamados metabdlitos secunddrios. A sua produgdo é
determinada por necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas. Assim, o0s
metabolitos secunddrios por serem fatores de interacdo entre organismos, frequentemente
apresentam a atividades farmacoldgicas importantes (SANTOS, 2007).

A maioria dos metabdlitos secundarios é formada no metabolismo da glicose. A
glicose € convertida em moléculas de dcido pirdvico, que podem seguir duas vias diferentes.
Na primeira, moléculas de piruvato entram na via do 4dcido chiquimico pra formar todos os
metabodlitos secunddrios aromdticos (alcaloides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos;
ligninas e lignanas; cumarinas e taninos hidrossoliveis). Na segunda, o piruvato continua
sendo oxidado até formar moléculas de acetil-coenzima A (acetil-CoA). Essas podem seguir
trés vias diferentes: via do ciclo do 4cido citrico, via do mevalonato e via da condensacao do
acetato, formando os alcaloides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e
quinolozidinicos. A via do mevalonato origina os terpendides e os esterdis. A combinac¢do de

uma unidade do 4cido chiquimico, e uma ou mais unidades do acetato ou derivados deste,
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poderd resultar na producdo de antraquinonas, falvondides e dos taninos condensados
(OLIVEIRA; GODOY; COSTA, 2003; SANTOS, 2007).

A avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e seus metabdlitos
secunddrios (tais como alcaldides, esterdides, triterpenos, taninos, saponinas, flavonodides,
lignanas), t€ém sido objeto de estudo, por meio da avaliagdo das acdes farmacoldgicas através
de testes pré-clinicos com animais, visando possibilidades de futuramente virem a ser
aproveitados como agentes medicinais (ARRUDA, 2008). A avaliacdo da atividade biolégica
inclui a investigagdo da atividade farmacoldgica e toxicoldgica de substancias isoladas,
fracOes e extratos totais da droga vegetal (ZANETTI, 2002). A necessidade de comprovar a
atividade bioldgica de uma planta e de seus derivados € necessaria pois aborda a um estudo
farmacoldgico da medicina popular (SONAGLIO et al., 1999).

As preparacOes vegetais t€ém uma caracteristica muito especial que as distinguem de
drogas quimicas: uma dnica planta pode conter um grande nimero de fitocompostos bioativos
e ainda mais em uma combinag¢do de plantas. Essa complexidade é um dos desafios mais
importantes para a tentativa de identificar um tinico composto bioativo no universo enorme

que inclui um Unico extrato bruto (MENDONCA-FILHO, 2006).

2.1.1 Atividade antimicrobiana

As doencas infecciosas representam uma importante causa de morbidade e
mortalidade entre humanos, especialmente nos paises em desenvolvimento. Assim, as
indastrias farmacéuticas tém sido motivadas para o desenvolvimento de novas drogas
antimicrobianas nos ultimos anos, especialmente em func¢do da ocorréncia de resisténcia
microbiana a tais medicamentos. Em geral, bactérias tem habilidade genética de transmitir e
adquirir resisténcia a drogas usadas como agentes terapéuticos (NASCIMENTO et al. 2000),
pois sdo frequentes os relatos sobre isolamentos de bactérias que eram reconhecidamente
sensiveis as drogas de uso na rotina, mas que se tornam resistentes a todos, ou a quase todos,
farmacos disponiveis no mercado (SAKAGAMI; KAJAMURA, 2006).

A época durea da terapia antimicrobiana iniciou-se em 1941. Desde entdo inimeros
pacientes foram curados de infec¢des potencialmente fatais usando-se um ou mais esquemas
terapéuticos com antibidticos. Porém, o uso indiscriminado de tais drogas resultou no
aparecimento de patdgenos resistentes, o que tornou necessario o emprego, cada vez maior, de
novos farmacos. Dai a grande importancia da pesquisa por novas substincias com poder

bactericida ou bacteriostdtico (FALCAO et al., 2002).
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A resisténcia a drogas de patégenos humanos e animais € um dos casos mais bem
documentados de evolugdo bioldgica e um sério problema tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento. Baquero e Blazquez (1997) relataram o perigo do retorno a uma
era pré-antibidtico, particularmente considerando que nenhuma nova classe de antibiético foi
descoberta nos ultimos anos, apesar das intensas pesquisas das indudstrias farmacéuticas. Em
vista do presente cendrio, a busca por novas substancias antimicrobianas a partir de fontes
naturais, incluindo plantas, tem ganhado importancia nas companhias farmacéuticas
(DUARTE, 2006).

Uma das medidas utilizadas na batalha contra a resisténcia bacteriana € a modificacao
dos antibidticos em uso, no entanto, pouco sucesso tem sido obtido. Por esses motivos, a
descoberta de novas moléculas, de fonte natural, com atividade antimicrobiana € assunto de
maxima urgéncia. A diversidade de moléculas encontradas em plantas faz das mesmas
promissoras fontes de novos agentes antimicrobianos (COUTINHO et al., 2008).

Os trabalhos relacionados a atividade atimicrobiana de plantas teve inicio na década de
1940. Em 1943, Osborn pesquisando a tividade de 2300 plantas superiores contra
Astaphylococcus aureus e Escherichia coli, verificou que plantas pertencentes a 63 géneros
continham substincias que inibiam o crescimento de um ou de ambos os microrganimsos
(PEDERSON; FISHER, 1984). No Brasil, as pesquisas sobre substancias antimicrobianas de
origem vegetal tiveram inicio com Cardoso e Santos (1948) que avaliaram extratos de 100
diferentes plantas indicadas em terap€utica como anti-inflamatorias ou cicatrizantes. Destas
cinco extratos apresentaram atividade contra Staphylococus aureus, Escherichia coli e
Proteus X-19.

Diversas arvores nativas do Brasil sao conhecidas pela etnofarmacologia por terem
propriedades antimicrobianas e que ao mesmo tempo, podem preencher critérios de
preservacdo ambiental € manejo autossustentdvel tais como: Anadenanthera colubrina
(angico), Anacardium occidentale (cajueiro), Pterodon emarginatus (sucupira), Copaifera
langsdorffii  (copaiba), Myroxylon peruiferum (balsamo-do-peru), Stryphnodendron
adstringens (barbatimdo), Bixa orellana (urucum), Eugenia uniflora (pitanga), Psidium
guajava (goiabeira), Mimosa tenuiflora (tepezcuite), Illex paraguariensis (erva-mate), Ocotea
odorifera (sassafras), Hymenaea courbaril (jatobd), Schinus terebinthifolia (aroeira), Genipa
americana (jenipapo), Tabebuia avellanedae (ipé-roxo) e Casearia sylvestris (guacatonga)
(GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005).

As plantas sdo possuidoras de vdrias vias metabdlicas que dao origem a compostos,

tais como, fendis, terpenos, alcaloides, lecitinas, polipeptidios e poliacetilenos. Além dessas
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classes, outras substancias de origem vegetal mostram certa atividade antimicrobiana, como:
poliaminas, isotiocianatos, tiossulfinatos e glucosideos (NOGUEIRA, 2000). Os vegetais
ricos em taninos, flavondides, 6leos essenciais e polifendis estdo entre os extratos mais
avaliados para esta atividade (COUTINHO et al., 2008). Alguns pesquisadores preferem dar a
essas substancias inibidoras, de origem vegetal, a denominacdo de fintocidas ou de
substancias semelhantes a antibidticos "Antibiotic Like-Substances" (GEISMANN, 1963).

Os compostos isolados de plantas sdo substidncias com estruturas quimicas bem
diferenciadas dos antimicrobianos obtidos a partir de bactérias, leveduras e fungos. Tais
produtos podem atuar no metabolismo intermedidrio ativando enzimas no nivel nuclear ou
ribossomal, provocando alteracdes nas membranas ou interferindo no metabolismo
(ESTEVAM, 2006). Portanto, a pesquisa para a obtengao de substancias de origem vegetal
com propriedades antimicrobiana com efeitos adversos menos graves que os atuais fairmacos

constituem uma fonte de pesquisa intensa (BRESOLIN; FILHO, 2003).

2.1.2 Estudo da atividade antiaderente

Na cavidade oral as superficies dentais sdao recobertas por depdsitos microbianos, com
espessura determinada de acordo com sua localizacdo. Os microrganismos precisam aderir-se
firmemente a uma superficie porque se nio serdo levados pelo fluxo salivar e deglutidos,
dessa forma a maioria dos microrganismos sdao encontrados em dreas de estagnacdo
(MARSH; NYVAD, 2003; LEITES; PINTO; SOUZA, 2006). O biofilme dental assim
formado é composto por um grupo heterogéneo de microrganismos nos diferentes sitios e
tende a se estabilizar com o passar do tempo. Essa homeostase bacteriana resulta de um
processo dindmico nas interacOes microbianas (MARSH, 1989) e a atividade metabdlica
causa flutuagdes de pH até mesmo em condi¢des de repouso. Tais flutuacdes de pH causam
alteracdes no fluido do biofilme ou placa dental, resultando em um distirbio no equilibrio na
interface dente e placa, levando a intermitente perda e ganho de minerais na superficie dental
(JOHNSON, 1991). O processo de desmineralizacdo dental sé ocorre na presenca de
microrganismos (LEITES; PINTO; SOUZA, 2006).

A aderéncia bacteriana a pelicula adquirida representa um dos primeiros mecanismos
envolvidos na iniciacio do desenvolvimento do biofilme dental. O biofilme dental €
considerado o fator de maior importancia dentro da etiologia das doengas bucais, como cdries,
gengivites e periodontites, tendo uma relagdo muito grande com a higiene bucal deficiente.

(ALVES et al., 2008).
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Fejerskow e Manji demonstraram as relacOes entre o biofilme e os multiplos
determinantes bioldgicos que influenciam a possibilidade de desenvolvimento da lesdo de
carie. Os dentes sdo colonizados por bactérias que existem no biofilme, cujo metabolismo
ocasiona flutuagdes no pH. Este metabolismo € influenciado por fatores determinantes que
por si s6 ndo levam ao desenvolvimento de cédrie, mas modulam sua atividade. Entre estes
encontramos a composicdo do proprio biofilme, composi¢ao e capacidade tampao da saliva,
velocidade da secrecao salivar e composi¢do e frequéncia da dieta. Além dos fatores
determinantes, existem os fatores confundidores, que sdo aqueles que variam de populacdo
para populacdo nos quais se incluem os fatores soOcio-econdmicos, educacionais e
comportamentais (WEYNE; HARARI, 2002; PERINETTI et al., 2005; LEITES; PINTO;
SOUZA, 2006).

A microbiota oral é um complexo ecossistema que contém uma grande variedade de
espécies microbianas (MOSCA, 2008). Alguns autores consideram que o Streptococcus
mutans sao os maiores agentes etioldgicos responsdveis pela carie dental em humanos
(LOESCHE, 1986) em conjunto com o grupo sorolégico Streptococcus sobrinus (KLEIN et
al., 2004). Sao cocos Gram positivos, anaerdbios facultativos, microaeréfilos que fazem parte
taxonomicamente dos EStreptococcus do Grupo Mutans. Os EStreptococcus do Grupo
Mutans sdo um grupo de microrganismo altamente cariogénicos por sua alta capacidade de
colonizar a superficie dentdria, producao (acidogénico) e sobrevivéncia (aciddrico) em meio
acido, produzir polissacarideos extracelulares (LEITES; PINTO, SOUZA, 2006). O
Streptococcus mutans podem aderir-se as mucinas salivares de alto peso molecular, que
constituem parte da pelicula salivar do esmalte (KISHIMOTO; HAY; GIBBONS, 1989). Os
Streptococcus mutans podem ainda aderir-se as cepas de Streptococcus sanguis,
Streptococcus mitis e Actinomyces viscosus, que sdo 0s microrganismos predominantes
durante a formacgao primdria do biofilme dental (LAMONT; ROSAN, 1990).

Tendo em vista a necessidade de prevencdo e melhora dos indices de carie na
populacdo, a remocao do biofilme dental constitui um método bastante valioso. Inimeras
substancias quimicas vém sendo pesquisadas, com o objetivo de inibir a formacdo e a
progressdo do biofilme dental. Dentre estas substancias destacam-se, atualmente, os produtos
de origem vegetal por se mostrarem potencialmente eficazes no que se refere a atividade
antimicrobiana sobre bactérias cariogénicas, podendo atuar seletivamente sobre estas
bactérias (GEBARA; ZARDETTO; MAYER, 1996).

A busca por uma nova droga capaz de eliminar ou amenizar os males causados por

patégenos, tem sido incessante nas ultimas décadas. O uso de substdncias encontradas na
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natureza tem como objetivo reduzir o impacto econdmico causado com o desenvolvimento de
novas drogas sintéticas. Dentro deste contexto, a procura por novos produtos naturais com
atividade antibacteriana para a prevencao de doencas bucais € de suma importancia para
obtencdo de um meio efetivo de controle da formacdo de um biofilme patogénico
(YATSUDA, 2004).

Todavia, apesar do inegdvel potencial fitoquimico do Brasil, o uso de plantas
medicinais na Odontologia brasileira, seja para tratar doengas bucais ou doengas sistémicas
com manifestacdes bucais, tem sido pouco explorado (NESS; SHERMAN; PAN, 1999).
Além do mais, os produtos odontolégicos a base de plantas medicinais mais populares no
mercado utilizam plantas estrangeiras: Sanguinaria canadensis L. (colutério antimicrobiano —
Estados Unidos e Canada) e Matricaria chamomilla L. (creme dental anti-inflamatério —

Alemanha) (CAVALCANTE, 2010).

2.1.3 Atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio, radicais hidroxila, peroxila e o anion superéxido t€ém
um papel importante nas reagdes fisiologicas do corpo humano. No entanto, se houver
producgdo excessiva de radicais de oxigénio durante os processos patofisiolégicos ou devido a
fatores ambientais adversos e ndo existirem antioxidantes disponiveis “in vivo”, pode ocorrer
doencas e danos profundos em tecidos (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Antioxidante € um composto que protege o sistema bioldgico contra o efeito nocivo de
processos ou reagdes que podem causar oxidacdo excessiva (KRINSKY, 1994). O reino
vegetal constitui uma importante fonte de produtos naturais que diferem amplamente em suas
propriedades bioldgicas e estruturas quimicas e que possuem efeito antioxidante. Os
antioxidantes tém sido associados com reducdo do risco de doencas cronicas, como por
exemplo, doencgas cardiovasculares, cancer, diabetes, doenca de Alzheimer e de Parkinson
(LIN; CHANG, 2005).

As plantas podem conter grande variedade de moléculas sequestrantes de radicais
livres, como compostos fendlicos das classes dos flavonodides, quinonas, cumarinas, lignanas
e taninos. Pesquisas relatam que muitos desses compostos possuem atividades antioxidantes
(REDDY; ODHAV; BHOOLA, 2003). Os flavon6ides possuem alta reatividade que se
expressa na sua afinidade com polimeros biolégicos e sua capacidade de sequestrar radicais

livres (ARGOLO et al., 2004).
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Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante “in
vitro”, de forma a permitir uma rdpida selecdo de substincias e/ou misturas potencialmente
interessantes, na prevengdo de doencas cronico-degenerativas. Dentre estes métodos
destacam-se o sistema de co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoléico e o método de sequestro
de radicais livres, tais como DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). O método de oxidagdo do B-
caroteno/acido linoléico avalia a atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a
peroxidacdo do 4cido linoléico. O método estd fundamentado em medidas
espectrofotométricas da descoloracdo (oxidacdo) do P-caroteno induzida pelos produtos de
degradacao oxidativa do 4cido linoléico (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Igualmente ao sistema [B-caroteno/dcido linoléico, o método de radicais livres esta
baseado no descoramento de uma solu¢do composta por radicais estdveis DPPH de cor violeta
quando da adicdo de substancias que podem ceder um dtomo de hidrogénio. Entretanto, o
primeiro método determina a atividade de uma amostra ou composto de proteger um substrato
lipidico da oxidacdo, enquanto que o método de inibi¢do de radicais DPPH baseia-se na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante (DUARTE-

ALMEIDA et al., 2006).

2.1.4 Atividade anti-inflamatoria

O processo inflamatério agudo pode ser definido como um conjunto de alteragdes
bioquimicas e celulares que ocorrem em resposta a estimulos inespecificos, tais como
infec¢des ou danos teciduais (HANSSON, 2005). A inflamagdo € uma resposta complexa do
tecido vivo e vascularizado envolvendo eventos como retragdo de células endoteliais,
aumento da permeabilidade vascular e do fluxo sanguineo local, aumento da migracdo de
granulécitos e células mononucleares, assim como proliferacdo de tecido ganulomatoso
(ARRUDA, 2008).

As reacdes inflamatdrias locais sdo caracterizadas por quatro sinais tipicos: rubor
(hiperemia), tumor (edema), calor (aumento da temperatura local) e dor, como descritos por
Cornelius Celsus, no inicio da era Cristda (GILROY et al.,, 2004). O quinto sinal da
inflamacdo, que é a perda da funcdo do tecido ou 6rgdo lesado, associado com reagdes
cronicas foi descrito posteriormente por VIRCHOW no século XIX (KALISCH, 1975). A
resposta fisioldgica observada no processo inflamatério estd relacionada com a liberacdo de

diferentes mediadores pré-inflamatdérios, como aminas biogénicas (histamina e serotonina),



25

cininas (bradicininas), prostandides (prostaglandinas), citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-6), fator
de ativagdo plaquetéria (PAF) e substancia P (KIM et al., 2007).

A descoberta de novos farmacos a partir de plantas conduziu ao isolamento de muitas
substancias que ainda hoje sdo utilizadas clinicamente, ou entdo serviram como prototipos
para a sintese de novos farmacos. Dentre os 40 farmacos anti-inflamatdrios aprovados entre
1983 e 1994, 12 foram derivados ou baseados em polifendis de origem natural. Estima-se que
40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos a partir de
fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos € 3% de animais. Dos farmacos
aprovados no periodo entre 1981 e 2002, cerca de 60% eram produtos naturais ou foram
desenvolvidos a partir destes (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2008).

Muitas plantas medicinais usadas popularmente para tratar condi¢des inflamatdrias
apresentam polifendis exibindo atividades anti-inflamatérias “in vitro” e “in vivo”. Os
polifendis sdo amplamente distribuidos na dieta humana, principalmente em derivados de
plantas alimentares e bebidas (frutas, verduras, nozes, sementes, ervas, especiarias, cha e
vinho tinto) e representam mais de 8000 estruturas fendlicas. Por um lado, os flavondides e os
taninos sdo os principais componentes deste grupo com mais de 4000 compostos (CURIN;
ANDRIANTSITOHAINA, 2005).

Plantas ricas em taninos sao empregadas na medicina tradicional para tratar feridas,
queimaduras, inflamagdes e o poder antisséptico dos taninos podem ser explicados por sua
capacidade de precipitar proteinas das células superficiais das mucosas e dos tecidos,
formando uma camada protetora sobre a pele ou mucosa danificada, impedindo assim, o
desenvolvimento de microrganismos (PANSERA et al., 2003).

Os taninos provavelmente exercem alguns dos seus papéis no tratamento médico de
estados doentes em virtude de trés caracteristicas gerais, que todos eles possuem, em maior ou
menor grau: (i) a sua complexacdo com ions metalicos (ferro, manganés, vanadio, cobre,
aluminio, calcio, etc.), (i1) a sua atividade antioxidante e contra radicais-livres, e (iii) a sua
capacidade de formar complexos com outras moléculas, incluindo macromoléculas tais como
proteinas e polissacarideos (HASLAM, 1996).

Os flavondides sao encontrados também em vérias plantas medicinais € medicamentos
a base de plantas e t€m sido utilizados na medicina popular. Contudo, parece que estes
compostos sao importantes nao s para as plantas, mas também para os animais, incluindo
seres humanos. Os flavondides tém sido reportados por possuir atividades antiviral
(CRITCHFIELD et al., 1994), antialérgica, antiplaquetdria (CAROTENUTO et al., 1996),

anti-inflamatoéria e antitumoral (LIM et al., 2006).
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Os flavondides possuem atividades anti-inflamatdrias testadas “in vitro” e “in vivo”.
Viérios mecanismos de agdo tém sido propostos para explicar a sua atividade “in vivo”.
Muitos flavondides exercem atividades antioxidantes e de reducao dos radicais livres. Alguns
derivados modulam as atividades de células da inflamag¢do como mastdcitos e linfécitos. Em
particular, inibem a atividade de enzimas no metabolismo do dcido araquidonico; fosfolipase
A, (PLA)), ciclooxigenase (COX) e/ou Lipoxigenases (LOX). Investigacdes recentes t€m
também demonstrado que certos flavondides, derivados principalmente da flavona, tém
capacidade para regular a expressdo de enzimas pré-inflamatérias como a COX-2 (uma
isoforma induzivel da COX) e induzivel 6xido nitrico sintase (iNOS), assim como os produtos
da reacdo destas enzimas pré-inflamatdrias, incluindo as prostaglandinas (PG) e 6xido nitrico

(NO) que sao crucialmente envolvidas na inflamacao (HAN et al., 2005).

2.1.5 Atividade antinociceptiva

A dor foi conceituada, em 1986, pelo Comité de Taxonomia da Associacdo
Internacional para o estudo da Dor (IASP) como uma subjetiva e desagradavel experiéncia
sensorial e emocional, que estd normalmente associada a uma lesdo tecidual atual ou potencial
ou descrita em termos de tais lesdes (PORRECA et al., 2002). A dor € uma experiéncia
complexa que nao envolve apenas a transducdo do estimulo nociceptivo ambiental, mas
também uma condi¢do capaz de gerar alteracdes cognitivas € emocionais processadas pelo
cérebro (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Em uma descri¢do fisioldgica da dor, pode-se considerar que ela tem importante papel
no controle da homeostasia, atuando como um mecanismo de alerta do corpo informando que
algo estd ameacando o bem-estar, possibilitando assim aten¢do para identificacdo e controle
desta ameaca em potencial (WALL, 1999). Assim que o mecanismo de alerta € estabelecido, a
ameaca de dor pode provocar uma resposta comportamental generalizada, respostas
enddcrinas (secre¢do de corticosterona) e ativagdo simpdtica (levando a elevacdes de pressao
sanguinea e batimentos cardiacos), que, juntos com uma antinocicep¢ao transitoria, auxiliam
o melhoramento do desempenho dos repertérios comportamentais, permitindo o afastamento
de situacdes de risco com mais sucesso (MILLAN, 1999).

Contudo, a dor persistente perde sua utilidade como sistema de aviso e se torna
cronica e debilitante (JULIUS; BASBAUM, 2001). Os transtornos dolorosos constituem um
problema de satide publica, podendo gerar repercussdes que incapacitam ou limitam as

atividades normais de um individuo, funcionando como um sistema de adverténcia que pode
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tornar-se cronico (PORRECA et al., 2002). Os fendmenos mais frequentes relacionados aos
quadros dolorosos sdo os estresses, a ansiedade, o medo e a depressao (TURP et al., 2004).

Uma distin¢do entre dor e nocicepcao se faz necessdria, pois o termo nocicep¢ao pode
ser definido como a percep¢do de uma lesdo real sendo controlada por um sistema de
receptores que transmitem informacdes sobre a lesdo para o Sistema Nervoso Central através
de fibras nervosas especializadas (KONTINEN et al., 2001). Por outro lado, o conceito de dor
envolve tanto o componente sensorial, quanto o emocional (COUTAUX et al., 2005). Assim,
enquanto a dor envolve a percep¢do de um estimulo aversivo e exige a capacidade de
abstracdo e elaboracdo de impulsos sensoriais, a nocicepcdo refere-se as manifestacoes
neurofisiolgicas geradas pelo estimulo nocivo (ALMEIDA et al., 2004).

A transmissdo da dor envolve uma interagdo complexa de estruturas centrais e
periféricas desde a pele, visceras ou outros tecidos até o cortex cerebral (FURST, 1999). A
dor reflete a ativacdo de sensores, denominados nociceptores, por estimulos potencialmente
perigosos que excedem a faixa fisiol6gica (MILLAN, 1999). Os nociceptores estdo presentes
na pele e em outros tecidos como terminagdes nervosas livres sensiveis a estimulos de
diferentes origens, como mecanicos, térmicos e quimicos, capazes de induzirem aumento da
conducdo nervosa (TING et al., 2006). De fato, estudos eletrofisiol6gicos mostraram a
existéncia de neurdnios sensoriais primdrios que podem ser excitados por calor nocivo,
pressdo intensa ou irritantes quimicos, mas nao por estimulos inécuos como um leve toque
(BURGESS et al., 1967).

Ap0s a lesdo tecidual ocorre a producao e liberagdo de mediadores inflamatdrios pelos
neurdnios sensoriais e por células ndo neuronais como plaquetas, células sanguineas,
mastocitos, células endoteliais, fibroblastos e células de Schwann (BESSON, 1997). Esses
mediadores podem agir sinergicamente potencializando a resposta nociceptiva ou ainda levar
a uma sensibilizacdo dos nociceptores promovendo uma hiperalgesia, que é definida como
desvio a esquerda da curva estimulo-resposta que demonstra a magnitude da dor em resposta
a intensidade do estimulo (RAJA et al.,1999).

Os nociceptores estao localizados nas terminagdes de fibras nervosas dos tipos Ad e C
que, quando ativadas, sofrem alteragOes estruturais em sua membrana, o que permite a
deflagracdo de potenciais de acdo (AL-CHAER; TAUB, 2002). As fibras aferentes primarias
sdo classificadas de acordo com critérios funcionais e anatdomicos, entre eles velocidade de
condugdo, diametro e grau de mielinizacdo. As fibras Ad possuem uma camada fina de
mielina, conduzem a resposta a uma velocidade de 2,5 a 20 m/s, e respondem principalmente

a estimulos mecéanicos ou térmicos. As fibras C ndo sdao mielinizadas, tem velocidade de
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conducdo menor que 2,5 m/s e respondem a estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos.
Admite-se que devido suas velocidades de condugdo, as fibras Ad mediariam a dor primadria,
que seria a dor aguda e cortante, e as fibras C mediariam a dor secunddria, ou seja, a dor
tardia e difusa. A dor visceral € tinica no sentido de que ndo existem os componentes primario
e secunddrio; ao contrdrio, a dor visceral frequentemente € pouco localizada, profunda e lenta
(JULIUS; BASBAUM, 2001).

A ativacdo dos nociceptores em resposta a estimulos nocivos leva a despolarizacdo e
geracdo de um potencial de acdo que se propaga ao longo de toda a fibra (WOOLF; SALTER,
2000). A maior parte da estimulagdo destas fibras € produzida pela ativacdo de receptores
especificos acoplados a cascatas de segundos mensageiros intracelulares e canais i0nicos. Os
canais i0nicos responsdveis por correntes de entrada em nociceptores sdo principalmente os
canais de cdlcio dependentes de voltagem e os canais de sddio dependentes de voltagem,
enquanto os canais de potdssio sdo responsdveis por correntes de saida. Os canais de sodio sdao
os principais responsaveis pela geracdo e condugdo de potenciais de acdo em neurdnios
(BEVAN, 1999) e podem ser classificados em dois grandes grupos: os sensiveis a
tetrodotoxina, que estdo presentes nas fibras Ad, em todo sistema nervoso e no ganglio da raiz
dorsal e os resistentes a tetrodotoxina, que sdo encontrados especialmente nas fibras C do
ganglio da raiz dorsal (LAI et al., 2002).

Os nociceptores primdrios fazem sinapse no corno dorsal da medula espinhal com
neuronios de segunda ordem (MORENILLA-PALAO et al., 2004). Os nociceptores chegam
de maneira altamente organizada no corno dorsal da medula espinhal, com as fibras
mielinizadas Ad terminando principalmente nas laminas [ e V e as fibras C, ndo mielinizadas,
na lamina II (MILLAN, 1999). Os neurdnios sensoriais secunddrios sdo ativados pela
liberagdo de glutamato e substincia P dos aferentes primdrios, além disso, este processo
excitatorio também depende de canais de célcio e sédio (HILL, 2001).

Os neurdnios de segunda ordem formam tratos aferentes da medula espinhal que
transmitem os impulsos nociceptivos para estruturas do tronco cerebral e diencéfalo,
incluindo o tdlamo, substancia cinzenta periaquedutal, regido parabraquial, formacdo reticular
da medula, complexo amigdaloide, nicleo septal e hipotdlamo, entre outras (ALMEIDA et al.,
2004). Ali, neurdnios de terceira ordem emitem axonios através da cdpsula interna ao cortex
somatosensorial onde ocorre a somatizagdao do estimulo nocivo, ou emitem axodnios ao giro
cingulado anterior, envolvido com os componentes emocionais da dor (VALE, 2003).

O controle da transmissdo da dor também estd sujeito a modulacdo pelas vias

descendentes originadas no tronco cerebral. Um circuito modulador endogeno descendente
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conectando a substancia cinzenta periaquedutal, incluindo o nicleo magno da rafe e estruturas
adjacentes da medula rostral ventromedial e o corno dorsal da coluna é responsavel pela
ativacdo de conexdes que promovem inibi¢ao ou facilitagdo da nocicep¢do (REN; DUBNER,
2002). A modulagdo descendente da informag¢do nociceptiva envolve uma série de sistemas de
neurotransmissores, dentre os quais podemos mencionar os sistemas opidide, serotonérgico,
noradrenérgico, gabaérgico, adenosinérgico, além de canabindides enddgenos entre outras
substancias (MILLAN, 2002).

Para o controle da dor e da inflamacdo sdo utilizados farmacos analgésicos, também
denominados antidlgicos (CELOTTI; LAUFER, 2001). Pesquisas etnofarmacoldgicas
tradicionais no uso de plantas para o alivio da dor sdo vistas como estratégia produtiva e
16gica na procura por novas drogas analgésicas (ELISABETSKY et al., 1995).

Pode-se afirmar que ainda ndo se dispde de um farmaco anti-inflamatorio e
antinociceptivo ideal, embora altamente eficazes, os analgésicos de a¢do central ndo podem
ser dissociados de efeitos adversos importantes. E os analgésicos de acao periférica t€ém seu
uso limitado devido a propriedades inerentes frequentemente nao dissocidveis de efeitos
indesejdveis tais como lesdes do trato gastrointestinal e renal (FERREIRA, 1993).

Nas ultimas décadas muitos esforcos t€ém sido feitos na procura de novas drogas
analgésicas. Estima-se que os analgésicos sejam a maior categoria terapéutica, entretanto
buscam-se compostos com maior agao e menores efeitos colaterais. Os produtos naturais sao
importantes fontes de novas substancias quimicas analgésicas (ELIZABETSKY;

CASTILHOS, 1990).

2.2 ANADENANTHERA MACROCARPA (BENTH) BRENAM

O género Anadenanthera pertence a subfamilia Mimosoideae da familia Leguminosae.
Inicialmente proposta por Brenan em 1955, consistia de quatro espécies, anteriormente
incluidas no género Piptadenia devido as semelhancas morfologicas. Tem como sinonimias
botanicas: A. colubrina ou Piptadenia colubrina (CARVALHO, 1994; PESSOA, 2008). Em
1964, o pesquisador Altschul em sua revisdo taxonOmica sobre o género Anadenanthera, o
considerou composto de apenas duas espécies, A. peregrina (L.) Speg. e A. colubrina (Vell.)
Brenan. E conhecida popularmente como: angico, angico branco, angico preto, angico
vermelho, angico de casca, arapiraca e cambui-angico (LORENZI, 1998).

A A. macrocarpa é a espécie de angico com a maior distribuicdo geografica

(CARVALHO, 1994). E nativa das florestas tropicais da América do Sul, estando
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amplamente distribuida no Norte da Coldmbia e em ampla parte do Brasil, ocorrendo desde o
Maranhao até o Parand, crescendo em altitudes superiores a 400 m (DELGLOBO et al.,
1998).

O angico estd entre as espécies nativas do Semi-Arido que se encontra em risco de
extin¢do, apesar de ser uma espécie de ampla ocorréncia, facilmente adaptada a diversos tipos
de ambiente (RODRIGUES et al., 2007) e apresentar expressiva regeneracdo natural
(GONCALVES et al., 2008). Entretanto possui grande demanda no mercado, sendo utilizada
como planta ornamental, fornecedora de tanino, energética, resinifera, madeireira e, inclusive,
medicinal. Esse uso intenso, até por industrias, coloca em risco a existéncia dessa e de outras
espécies, aliado a auséncia de cultivos ou de métodos de propagacio (RODRIGUES et al.,

2007).

2.2.1 Aspecto da planta

Quanto as suas caracteristicas morfologicas, esta espécie é uma arvore (Figura 1) que
pode chegar até 25 m de altura, 90 cm de diametro, possui copa ampla ou reduzida, tronco
reto, com casca marrom-clara, quase lisa (PAULA; ALVES, 1997). Suas folhas (Figura 2a)
sdo compostas bipinadas, com 15 a 20 jugas, foliolos opostos de 4-6 mm de comprimento
com 20-80 jugos (LORENZI, 1998).

A inflorescéncia é alva, as flores sdo hermafroditas e reunidas em glomérulos
globosos, arométicas com 10 estames livres (MACHADO et al., 2006), sendo estas meliferas,
brancas e pequenas, que florescem a partir do més de novembro, prolongando-se até janeiro
(LORENZI, 1998). Os frutos, Figura 2b e c, sdo de vagem comprida e estreita, entretanto a
maturagdo ocorre durante os meses de julho a agosto, possuindo grande quantidade de
sementes vidveis (LORENZI, 1998), de cor castanho-avermelhado, planos e curvos ou
sinuosos, dpice mucrunado, com superficie rugosa. Cada fruto contém de oito a quinze
sementes, coloragdo castanho a pardo-avermelhadas escuras, brilhantes, arredondadas,

achatadas, sem asas, com cerca de 2 cm de diametro (Figura 2d) (MACHADO et al., 2006).
2.2.2 Composicao quimica e usos medicinais
O angico se tornou um dos mais utilizados inebriantes xamanicos nas tribos indigenas

da América do Sul. No Brasil, a espécie era chamada de Kurup4 pelos indios Tupi-Guarand,

Aimpé e Aimpa pelos indios da tribo Tupari.
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Figura 1 — Arvore de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan adulta (Local: Departamento
Nacional de Infra-Estrutura de Transportes do Distrito Federal) (PRESTE, 2007).



Figura 2 — Folhas e inflorescéncia (a), frutos (b), frutos antes da dispersdao (c) e sementes (d) de

Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan adulta (Local: Departamento Nacional de Infra-
Estrutura de Transportes do Distrito Federal) (PRESTE, 2007).

32
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A utilizagdo do angico por tribos indigenas brasileiras em suas cerimodnias mistico-
religiosas despertou a curiosidade de pesquisadores quanto a possiveis efeitos narcoticos
relacionados com o uso dessa espécie vegetal. Os indios utilizavam as sementes torradas e
pulverizadas, sendo consumidas na forma de rapé. Foi constatado que as sementes s@o ricas
em alcaléide (TORRES; REPKE, 2006).

O uso popular da A. macrocarpa foi avaliado por Monteiro e colaboradores (2006),
verificando-se que a sua maior aplicacdo medicinal estd ligada ao tratamento de problemas
respiratorios e de inflamacdes de um modo geral, sendo a entrecasca a parte mais utilizada.
Virias propriedades medicinais sdo atribuidas a goma de angico, que incluem o tratamento de
infec¢des respiratdrias, como a pneumonia e a bronquite, uso como abortivo, no tratamento de
constipacdo e dores de cabeca (TORRES; REPKE, 2006), e também vem sendo empregado
no tratamento de anginas, diarréias, leucorréia, gonorréia e ulceracdoes da pele (PIO
CORREA, 1978).

A utilizacdo de produtos farmacéuticos da espécie A. macrocarpa, como o
medicamento distribuido no Brasil com o nome comercial de Elixir Sanativo®, por exemplo,
origina-se das propriedades adstringentes de sua casca (PAULA, 1981). A tintura de angico
faz parte do produto fitoterdpico Sanativo®, que € constituido a partir da associagdo dos
extratos etandlicos de espécies vegetais nativas da regido Nordeste do Brasil. Na sua
composi¢do estdo presentes 20% de angico (A. macrocarpa), 20% de aroeira (Schinus
terebinthifolius), 1,7% de camapu (Physalis angulata) e 1,7% de mandacaru (Cereus
peruvianus). Este produto tradicional € produzido desde 1888 pela empresa Laperli
(Laboratério Pernambucano Ltda.), tem seu efeito terapéutico anti-inflamatério relacionado as
propriedades farmacoldgicas apresentadas pelas espécies vegetais que constituem sua formula
(ARRUDA, 2008).

O conhecimento quimico do género Anadenanthera ¢é extenso, reflexo de
aproximadamente de um século de interesse econdmico e alguns 200 anos de interesse
cientifico (TORRES; REPKE, 2006). As espécies deste género sao bem conhecidas por
demonstrarem elevadas concentragdes de tanino, particularmente na sua entrecasca
(GUTIERREAZ-LUGO et al., 2004). A espécie A. macrocarpa apresenta casca amarga,
adstringente com aproximadamente 32% de tanino, sendo este constituinte fitoquimico
considerado o principal responsével pelas atividades terapéuticas da espécie (PIO CORREA,
1978). Os taninos sao utilizados pelas plantas contra herbivoros (HARBONE; PALO;
ROBBINS, 1991). Foi avaliada a concentracdo de taninos presentes na A. macrocarpa, em

diferentes épocas do ano e verificou-se que a entrecasca e as folhas apresentam maiores teores
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de taninos (7,2 e 15,3%, respectivamente) na estacdo mais seca do ano (MONTEIRO et al.,
2006).

Outros trabalhos também revelaram a presenca do alcaldide inddélico bufotenina na
concentracdo de 2,1%, em extrato etandlico de suas sementes. Além do mais, desta espécie €
extraido um exsudado gomoso, a “goma ardbica”, que é um complexo heteropolissacarideo
acido formado principalmente por moléculas de galactose e arabinose, sendo esta estrutura
denominada de “aragal”, empregada na industria e contra infec¢des pulmonares e das vias
respiratérias (DELGLOBO et al., 1998). Em estudos das partes aéreas desta espécie foi
isolado um novo flavondide denominado de anadantoflavona, e mais 11 compostos ja
conhecidos: alnusenol, lupenona, lupeol, dcido betunilico, a-amirina, B-amirina, B-sitosterol,
estigmasterol, apigenina, acido 4-hidroxibenzdico e 4cido cindmico (GUTIERRES-LUGO et
al., 2004).

A anadantoflavona isolada das partes da A. macrocarpa demonstrou atividade anti-
inflamatéria por meio de uma agdo inibitéria sobre as atividades das Lipoxigenases 12 e 15,
presentes nas plaquetas e nos reticulos humanos, apresentando valores de Concentragdo
Inibitéria média (ICsp) de 13 + 3 uM e 17 = 3 uM, respectivamente. A lupenona, o lupeol e a
a-amirina também demonstraram relativa atividade inibitdria da acdo das Lipoxigenases. A
apigenina inibiu seletivamente a atividade da 15-lipoxigenase, com ICsy de 40 £ 1 uM
(GURIERREZ-LUGO et al., 2004). Além do mais, a apigenina € considerada um potente
inibidor das glicosiltransferases, afetando o acimulo de S. mutans por meio da reducdo da
formacdo de glucanos insoliveis e pelo aumento do conteido de glucanos soliveis da matriz
de polissacarideos nos biofilmes “in vitro” (KOO et al., 2006).

Um estudo realizado por Moretao e colaboradores (2004), com o Aragal, isolado da
goma do angico foi estudado quanto aos seus efeitos imunomoduladores e antitumorais.
Observou-se um aumento no recrutamento de macréfagos, uma atividade pré-oxidante, além
do mais, o aragal também promoveu um crescimento na producdo do Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a) pelos macréfagos. Na concentragcdo de 100 mg/kg, o aragal mostrou

atividade antitumoral contra tumores sélidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades antimicrobiana, antiaderéncia, antioxidante, anti-inflamatéria e
antinociceptiva de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan do semidrido da Bahia,
coletadas na regido da Floresta Nacional Contendas do Sincord (FLONA), segundo dados

etnofarmacoldgicos da regido.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar a atividade antimicrobiana “in vitro” dos extratos etandlicos da casca,
galho e folha e suas respectivas fragdes de hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol;

b) Avaliar a atividade antiaderente “in vitro” dos extratos etandlicos da casca, galho e
folha;

c) Investigar a atividade antioxidante “in vitro” dos extratos etandlicos da casca, galho
e folha;

d) Analisar as atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva “in vivo” do extrato

etandlico da casca de A. macrocarpa (Benth) Brenan.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DA ESPECIE VEGETAL

Para o desenvolvimento desta pesquisa, a espécie vegetal estudada foi Anadenanthera
macrocarpa (Benth) Brenan, conhecida popularmente como angico. Essa planta foi escolhida
para o estudo devido ao uso medicinal pela popula¢do local de Contendas do Sincord,
previamente avaliado por meio de um estudo etnofarmacolégico (DUARTE et al., 2008).

Os estudos etnofarmacoldgicos e etnobotanicos foram realizados na regido de caatinga
de Contendas do Sincord (Bahia). Nessa etapa foram realizadas entrevistas e aplicacdo dos
questiondrios com a populacdo local. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (processo N° 053/2007), tendo sido avaliado o
questiondrio aplicado a populacdo juntamente com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

A espécie vegetal foi coletada na Floresta Nacional Contendas do Sincord (FLONA),
que € uma area com cobertura florestal de espécies predominantemente nativas e tem como
objetivo bésico o uso miltiplo sustentdvel dos recursos florestais e a pesquisa cientifica, com
énfase em métodos para exploracdo sustentavel de florestas nativas. Essa drea de preservacao
ambiental ja foi estudada quanto a composicdo da cobertura vegetal de 11.034,34 hectares.

Para a coleta da planta, foi concedido pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovéveis (IBAMA), o Registro para coleta de material botanico,
fingico e microbiolégico (N 12292-1) e a Autorizagdo para atividade com finalidade
cientifica (N 13258-1). A espécie coletada foi fotografada, e devidamente localizada e
catalogada, e depositada no Herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB), campus de Vitdéria da Conquista, sob coordenagdo do Prof. MSc. Avaldo de Oliveira
S. Filho. As exsicatas foram preparadas seguindo as orientacdes de Mori e colaboradores,

(1989) e a identificagdo taxondmica feita por comparacdo no herbdrio e através de literatura.

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS, FRACIONAMENTO E CROMATOGRAFIA DE
CAMADA FINA

Extratos etandlico foram preparados separadamente a partir das partes da planta seca e
moida, por maceracdo com etanol, agitando esporadicamente. Apds filtracdo, os extratos

foram concentrados em evaporador rotativo até eliminacio do etanol, fornecendo os extratos
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para os testes. Os extratos foram particionados com solvente de polaridade crescente dando
origem as fragdes de hexano, diclorometano, acetato de etila, e butanol que foram também
testados. (YATSUDA et al., 2005; CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS, 2001; VILEGAS;
MARCHI; LANCAS, 1997; DUARTE et al., 2003).

Foi realizada a técnica de cromatografia em camada fina para comparagcdo das
amostras obtidas. Para isso, as amostras foram preparadas na concentracdo de 10 mg/mL em
solvente apropriado e aplicadas com volume de 10 uL em bandas de 7 mm em lamina de
aluminio silica gel. A placa foi eluida com sistema de solvente apropriado em cuba de vidro.

Depois de eluida e seca a placa foi observada em camara de ultravioleta (MATOS, 1988).

4.3 ESTUDO ANTIMICROBIANO

4.3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados na determinacdo da concentra¢do inibitéria minima e
concentracdo bactericida minima foram Streptococcos mutans UA159, Streptococcos mutans
Ingbritt 1600, Streptococcus sobrinus 6715, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 (YATSUDA et al., 2005).

4.3.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

As suspensdes bacterianas foram inoculadas em propor¢ao 1:1000 do meio BHI (Brain
Heart Infusion), de modo a obter uma concentracdo bacteriana em torno de 1-2 x 10°
UFC/mL. Apds a homogeneizacgdo, foi colocado um volume de 190 pL do indculo e 10 pL
dos extratos das plantas medicinais, com as concentracdes finais variando entre 1000 a 31,25
pg/mL, com dilui¢do seriada em razdo 2. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
em condi¢Oes pré-estabelecidas para cada microrganismo. A CIM foi considerada a menor
faixa de concentragdo dos extratos que inibiu completamente o crescimento bacterioldgico

visivel, sendo confirmada a inibicdo com o corante resazurina (Yatsuda et al., 2005).



38

4.3.3 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Para a determinagdo da CBM foram utilizadas placas de Petri contendo meio de
cultura BHI dgar. Uma aliquota de 20 pL das suspensdes utilizadas no teste da CIM foi
inoculada em placas BHI dgar. A CBM foi a menor concentracdo que causou 99,9% de morte

celular, ou seja, sem crescimento bacteriano visivel sobre o dgar (Yatsuda et al., 2005).

4.4 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIADERENTE

4.4.1 Inibicao da Aderéncia Celular de Estreptococos do grupo mutans e sobrinus

a superficie

A Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) da bactéria ao vidro foi
determinada na presenca de sacarose a 1%, usando-se concentracdes sub-CIM. As suspensdes
bacterianas de S. mutans UA159 e S. sobrinus 6715 foram inoculadas por microdilui¢do no
meio BHI, de modo a obter uma concentracio bacteriana em torno de 1-2 x 10° UFC/mL. Em
seguida, os tubos foram incubados em estufa, inclinacio de 30° em condicdes pré-
estabelecidas para cada microrganismo. A concentracdo inibitéria da aderéncia celular desses
microrganismos foi considerada a menor faixa de concentracdo dos extratos em que nao
houve aderéncia a superficie de vidro, indicado por meio de cristal de violeta 1% (CURRAN

et al., 1998; KOO et al., 2002; DUARTE et al., 2003; YATSUDA et al., 2005).

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Autoxidacio do sistema B-caroteno/acido linoléico

A medida da atividade antioxidante pela oxidacdo acoplada do beta-caroteno e do
acido linoléico, foi realizada de acordo com o método de Emmons et al. (1999), com algumas
modificagdes. Pesou-se 10 mg de B-caroteno, os quais foram dissolvidos em 100 mL de
cloroférmio. Apds isto, retirou-se uma aliquota de 3 mL da solugdo cloroférmio/beta-caroteno
e adicionado 40 mg de 4cido linoléico e 400 mg de Tween 40. Em seguida, o cloroférmio foi
removido com a utilizacdo de uma corrente de gés nitrogénio e o residuo obtido redissolvido

em 100 mL de dgua aerada por 30 minutos. Aliquotas de 3 mL da emulsdo 3-caroteno/acido
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linoléico foram misturadas com 50 uL dos extratos da planta, e incubadas em banho-maria a
50°C. A oxidacdo da emulsdo foi monitorada em espectrofotometro a 470 nm, no tempo
inicial e em intervalos de 20 minutos durante 2 horas. Para a amostra controle utilizou-se
solvente no lugar do extrato da planta. Foram utilizados padroes de BHT e alfa-tocoferol em
concentracdoes de 90 pug/mL. A atividade antioxidante foi expressa como percentual de
inibicao relativa comparada ao controle depois de 20 e 120 minutos usando a equacdo descrita

por Emmons e colaboradores (1999).

4.5.2 Atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da capacidade sequestrante a ser determinada pelo método DPPH baseou-se
no principio de que o DPPH, sendo um radical livre estavel de coloragdo violeta, aceita um
elétron ou um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula neutra, sendo reduzido na
presenca de um antioxidante e adquirindo coloragao amarela (Mensor et al., 2001). Foram
utilizados padrdes de o-tocoferol e hidroxitolueno de butila (BHT) na concentracdo de 90
pg/mL. A mistura de reacao foi constituida pela adi¢do de 500 uL dos padrdes ou extratos da
planta, 3,0 mL de etanol 99% e 300 uL do radical DPPH em solu¢do de etanol 0,5 mM e
incubada por 45 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A atividade
antirradical foi determinada na forma de atividade antioxidante, pela equacdo demonstrada
por Mensor e colaboradores (2001). O controle negativo foi feito substituindo-se o volume do
extrato por igual volume do solvente utilizado na extragdo. O branco foi preparado

substituindo o volume da solu¢do de DPPH por igual volume de solvente.

4.6 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA A AVALIACAO DAS ATIVIDADES
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA

4.6.1 Animais

Foram utilizados nos experimentos camundongos Balb-C machos, pesando entre 20-
25g. Os animais permaneciam climatizados, sob o ciclo claro e escuro (12 h claro/12 h
escuro), com temperatura controlada (22 + 2 °C) e livre acesso a dgua e comida. Os
camundongos foram homogeneamente distribuidos entre os grupos. Todos os animais

utilizados foram climatizados no laboratério pelo menos uma hora antes dos testes, realizados
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na fase clara do ciclo. O nimero de animais e a intensidade dos estimulos utilizados foram os

minimos necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos.

4.6.2 Teste das contorc¢oes abdominais induzidas por acido acético

O efeito antinociceptivo foi avaliado pelo teste de contorcdo abdominal induzida por
acido acético 0,6% (0,1 mL/10 g, i.p.), de acordo com procedimentos previamente descritos
por Koster, Anderson e Beer (1959) e Vacher, Duchéne-Marullaz, Barrat (1964). Os animais
foram tratados com extrato etandlico da casca (50, 100 ou 200 mg/kg, s.c.) ou veiculo (etanol
10%, v/v) 30 minutos antes da injecdo de dcido acético. Os animais do controle negativo
receberam somente solugdo salina 0,9% (i.p.). Os ratos foram colocados em caixas separadas
e depois da administracdo do dcido acético, o nimero de contor¢des e movimentos de
alongamento (contragdo da musculatura abdominal e extensdo dos membros posteriores)

foram contados a cada 5 min por um periodo de 30 min.

4.6.3 Nocicepcao induzida pela injecio intraplantar de formalina em

camundongos

O modelo de nocicepcao induzida pela formalina permite avaliar dois tipos distintos
de nocicepcdo: a de origem neurogénica (estimulacdo direta das fibras nociceptivas) e a de
origem inflamatéria (caracterizada pela liberacio de mediadores inflamatérios). O
comportamento de nocicep¢do induzido por formalina foi avaliado como descrito
anteriormente (TJOLSEN et al., 1992). Um volume de 20 uL de solucdo de formalina 1,5%
foi injetado intraplantarmente (i.pl.) na superficie ventral da pata direita dos animais pré-
tratados 30 min antes com extrato etandlico da casca (50, 100 ou 200 mg/kg, s.c.), veiculo
(10% etanol, v/v, s.c.), indometacina (10 mg/kg, s.c.) ou morfina (5 mg/kg, s.c.). Os
camundongos foram observados individualmente durante 30 min apés a inje¢do de formalina
e o comportamento da nocicep¢do foi determinado pelo nimero de elevacdes da pata,
mordidas e lambidas na pata injetada, contados durante o periodo de tempo de observagdo. A
fase 1 (neurogénica) foi definida como 0-15 min apds a inje¢do, e a fase 2 (inflamatoria) foi
definida como 15-30 min ap6s a inje¢dao. Apds o final do experimento, as patas posteriores
foram removidas e pesadas em uma balanca analitica. O peso da pata que recebeu formalina
foi diminuido do peso da pata que ndo recebeu injecdo, a fim de determinar a formacgao de

edema. Os resultados foram expressos como g.
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4.6.4 Procedimento experimental para avaliar a migraciao de neutrofilos

Para a determinacdo da migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal, o extrato
etandlico da casca (50, 100 ou 200 mg/kg) foi administrado por via subcutanea 30 minutos
antes da administracdo do estimulo inflamatério, uma injecdo intraperitoneal de Carragenina
(Cg), 500 pg/cavidade. Os camundongos foram sacrificados 4 h apds a administracdo de Cg e
as células da cavidade peritoneal foram coletadas por lavagem da cavidade com 3 mL de
tampao fosfato (PBS) contendo EDTA 1 mM (NUNES et al., 2009). O volume recuperado foi
semelhante em todos os grupos experimentais e correspondeu a aproximadamente 95% do
volume injetado. A contagem total foi realizada em camara de Newbauer e a contagem
diferencial de células (100 células no total) foi realizada em laminas preparadas em
citocentrifuga e coradas com panético (PRESVAC© CT12, Curitiba, Brasil) e as laminas
foram coradas com Panético (Laborclin, Brasil). Os resultados sdo apresentados como o

nimero de neutréfilos por cavidade.

4.6.5 Avaliacao da permeabilidade vascular

A permeabilidade vascular foi analisada pelo teste de azul de Evans (THURSTON et
al., 2000). Quinze minutos antes da administracdo do extrato etandlico da casca, o corante
azul de Evans (50 mg/kg) diluido em 50 pL de solugdo salina foi injetado por via venosa no
plexo ocular. O extrato etandlico da casca (100 mg/kg) foi administrado por via subcutanea 30
minutos antes do estimulo inflamatério (injecao intra-peritoneal de Cg, 500 pg/cavidade). Os
camundongos foram sacrificados 4 h apds a administragdo de Cg e a cavidade peritoneal foi
lavada com 3 mL de PBS. O contetido do azul de Evans (o extravasamento de proteina) foi
calculado usando uma curva padrdo de azul Evans e a absorbancia de cada amostra foi medida
em 620 nm usando um espectrofotdmetro (Genesys©, Thermo Scientific, Waltham, MA,

EUA) (ALVES et al., 2008).

4.6.6 Deteccao de citocinas por ELISA

Os camundongos receberam extrato etandlico da casca (100 mg/kg, s.c.) ou veiculo
(etanol 10%, v/v), apés 2 h do estimulo Cg (500 pg/cavidade), o exsudato peritoneal foi

recuperado para a quantificagdo das citocinas. Os niveis de fator de necrose tumoral (TNF)-a
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e interleucina (IL)-10 foram determinados por ELISA, utilizando protocolos fornecidos pelo
fabricante (R&D Systems®, Minneapolis, EUA) para ambos os experimentos. Os resultados

sdo expressos em pg/mL.
4.6.7 Teste de Von Frey

O limiar de nocicep¢do mecanica foi medido pelo método de von Frey eletronico,
conforme descrito (NAPIMOGA et al., 2007). Em uma sala silenciosa, os camundongos
foram colocados em gaiolas de acrilico (12 x 20 x 17 cm) com piso de grade de arame, 30 min
antes do experimento. O teste consistiu de produzir uma pressao na pata do animal com um
transdutor de forca de mdo adaptado com uma ponta (0,8 mm? didmetro da ponta, electrénica
de Von Frey, Insight Equipament0s©, Brasil). Um espelho inclinado sob a grade proporcionou
uma visdo clara da pata camundongos. O estimulo foi automaticamente interrompido, e sua
intensidade foi registrada quando a pata foi retirada. O intervalo entre dois ensaios
consecutivos na mesma pata foi de pelo menos 1 min, totalizando seis ensaios de cada animal.
A for¢ca médxima aplicada foi de 50g. Os camundongos foram pré-tratados com extrato
etandlico da casca 100 mg/kg (s.c.) ou veiculo (etanol 10%, v/v) e depois de 30 min, foi
injetado Cg (100 pg/pata, 1.pl.) na superficie ventral da pata dos animais. Apés trés horas o

teste Von Frey foi realizado.
4.6.8 Ensaio da atividade de Mieloperoxidase

A extensdo do acimulo de neutréfilos na pata foi medido por ensaio de atividade da
mieloperoxidase, como descrito anteriormente (NUNES et al., 2009). Apds o teste de Von
Frey, o tecido da pata foi retirado e homogeneizado em tampao pH 4,7 (0,1 M NaCl, 0,02 M
NaPOy, 1,015 M NaEDTA), seguido por centrifugacdo a 3000 x g por 15 min. O precipitado
foi submetido a lise hipotdnica (1,5 mL de solucdo de NaCl 0,2%) e apds 30 segundos, adi¢do
de igual volume de uma solu¢ao contendo NaCl 1,6% e glicose 5%. Apds nova centrifugacgao,
o sedimento foi ressuspenso em 0,05 M de tampao NaPO, (pH 5,4) contendo brometo de
hexadeciltrimetilamonio 0,5%. Depois disso, o tecido foi congelado em nitrogénio liquido por
trés vezes e centrifugado a 10.192 x g por 15 min e homogeneizado. A atividade da
mieloperoxidase no sedimento ressuspenso foi determinada pela variacdo de densidade Optica

a 450 nm usando luminol (1,6 mM) e H,O, (0,5 mM). Os resultados foram calculados através
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da comparacio da densidade Optica do sobrenadante do tecido da pata com uma curva padrdo

de nimeros de neutréfilos (pureza > 95%).

4.6.9 Medida do edema de pata em camundongos

A atividade anti-inflamatoria foi estudada usando o modelo de edema de pata induzido
por Cg 1%, administrada em volume de 0,1 mL/animal na regido subplantar da pata direita
dos camundongos (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). O volume da pata foi medido pela
retirada da coluna de dgua usando um hidropletismometro (modelo 7150, Ugo Basile®,
Varese, Itdlia), no momento O e os intervalos de 1, 2, 4, 24, 36 e 72 h imediatamente apds a
injecdo de Cg subplantar. O extrato etandlico da casca, nas doses de 100 mg/kg de
dexametasona (300 mg/kg) e controle (solucdo salina 0,9%) foram administrados (s.c.) 30
minutos antes do agente edematogénico a diferentes grupos de animais para cada tratamento
(n = 9/grupo). Os dados obtidos para os vérios grupos foram relatados como média + D.P. e

expresso em mililitros.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas triplicatas de trés experimentos distintos para os testes de atividade
antimicrobiana e antioxidante (n = 9). Os dados obtidos foram submetidos inicialmente a uma
andlise exploratéria para determinacdo do melhor teste estatistico, sendo em seguida aplicado
o teste mais conveniente para cada andlise do presente trabalho. Os resultados obtidos foram
expressos em média £ D.P. e foi realizado comparacdo estatistica entre os grupos usando
andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguida do teste de Bonferroni, usando o
programa GraphPad Prism® versdo 5.00. Valores foram considerados significantes quando P

<0,05.
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S RESULTADOS

5.1 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS E DAS FRACOES DE A. MACROCARPA

Os extratos etandlicos da casca, galho e folha de A. macrocarpa, ap6s filtracdo, foram
concentrados, obtendo-se os extratos etandlicos brutos (Tabela 1) com rendimentos de 8,43%
da casca, 12,57% do galho e 23,64% da folha, em relagdo ao peso da planta seca. Logo em
seguida, aproximadamente 20g de cada extrato bruto foi submetido a extragdo por particao,
seguindo gradiente crescente de polaridade, hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol.
Apés a evaporagdo, foram obtidas quatro fragdes de cada um dos extratos brutos com os
seguintes rendimentos: 2,29% (hexano), 4,02% (diclorometano), 70,91% (acetato de etila) e
14,91% (butanol) da casca; 3,15% (hexano), 6,11% (diclorometano), 37,17% (acetato de etila)
e 8,22% (butanol) do galho; e 23,71% (hexano), 2,21% (diclorometano), 50,49% (acetato de
etila) e 16,06% (butanol) da folha, em relacdo ao peso do extrato bruto (Tabela 1). Observa-se
que as fracdes de acetato de etila possuem um maior rendimento para as trés partes, casca,

galho e folha.

Tabela 1 — Rendimentos dos extratos etandlicos e de suas rescpectivas fracdes de hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol obtidos da casca, galho e folha de Anadenanthera
macrocarpa.

Rendimento dos extratos/fracao

Parte da planta Extratos/Fracio Rendimento (%)
Casca Etandlico 8,43
Hexano 2,29
Diclorometano 4,02
Acetato de etila 70,91
Butanol 14,91
Galho Etandlico 12,57
Hexano 3,15
Diclorometano 6,11
Acetato de etila 37,17
Butanol 8,22
Folha Etandlico 23,64
Hexano 23,71
Diclorometano 2,21
Acetato de etila 50,49

Butanol 16,06
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A figura 3 traz a cromatografia de camada fina dos extratos etandlicos (a) da folha,

galho e casca de angico e de suas fragdes de hexano (b), diclorometano (c), acetato de etila (d)

e butanol (e).

(a)

(b)

(c)

Fracdo hexano

e

e

Extratos etandlicos da folha, galho e casca de angico
F (Extratos etandlicos da folha)

G (Extratos etandlicos do galho)

C (Extratos etandlicos da casca)

Sistema de eluente: Hexano: acetato de etila (5:5)
Fase estacionaria: Silica gel

Revelador: Observado na camara de ultravioleta

Fracao de hexano da folha, galho e casca de angico
F (Fragdo de hexano da folha)

G (Fracao de hexano do galho)

C (Fragdo de hexano da casca)

Sistema de eluente: Hexano: acetato de etila (8:2)
Fase estacionaria: Silica gel

Revelador: Observado na cimara de ultravioleta

Fracao diclorometano da folha, galho e casca de angico
F (Fragdo diclorometano da folha)

G (Fracio diclorometano do galho)

C (Fragdo diclorometano da casca)

Sistema de eluente: acetato de etila: diclorometano (95:05)
Fase estacionaria: Silica gel

Revelador: Observado na cdmara de UV
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(d) Fragdo acetato de etila Fracao de acetato de etila da folha, galho e casca de angico
F (Fracdo de acetato de etila da folha)
G (Fragdo de acetato de etila do galho)
C (Fracao de acetato de etila da casca)
Sistema de eluente: Acetato de etila : metanol (85:15)
Fase estacionaria: Silica gel

Revelador: Observado na cidmara de ultravioleta

Fracao de butanol da folha, galho e casca de angico
F (Fragdo de butanol da folha)
G (Fracdo de butanol do galho)

(e)

C (Frag@o de butanol da casca)
Sistema de eluente: acetato de etila : metanol (8:2)
Fase estacionaria: Silica gel

Revelador: Observado na cimara de ultravioleta

Figura 3 — Cromatografia de camada fina dos extratos etandlicos (a) da folha, galho e casca e de suas respectivas
fracdes de hexano (b), diclorometano (c), acetato de etila (d) e butanol (e). As amostras foram preparadas na
concentragdo de 10 mg/mL em solvente apropriado e aplicadas com volume de 10 uL em bandas de 7 mm em
lamina de aluminio silica gel. A placa foi eluida com sistema de solvente apropriado em cuba de vidro. Depois
de eluida e seca observou-se em camara de ultravioleta.

5.2 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA “IN VITRO” DOS EXTRATOS
ETANOLICOS DA CASCA, GALHO E FOLHA E SUAS RESPECTIVAS FRACOES DE
A. MACROCARPA

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos e fracdes de angico, foram feitos
ensaios qualitativos por meio dos testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragdo Bactericida Minima (CBM). Os resultados de CIM e CBM encontrados na
avaliacdo do extrato etandlico da casca e das fracdes de hexano, diclorometano, acetato de
etila e butanol da casca de angico com as bactérias S. mutans UA159, S. mutans Ingbritt 1600,

S. sobrinus 6715, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus estao na Tabela 2.
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Tabela 2 — Atividade antimicrobiana do extrato etandlico da casca e suas fragdes de hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan pelos
ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) frente as bactérias S. mutans UA159, S. mutans Ingbritt 1600, S. sobrinus 6715, E.
faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 10145 e S. aureus ATCC
25923.

MICRORGANISMO TESTE EXTRATO/FRACOES DA CASCA

Etanélico Hexano Diclorometano Acetato de etila Butanol

S. mutans UA159 CIM* 250 125 1000 62,5 1000
CBM* 250 # # 500 #
S. mutans Ingbritt 1600 CIM* 125 62,5 250 250 250
CBM* 250 125 1000 1000 #
S. sobrinus 6715 CIM* # # # # #
CBM* # # # # #
E. faecalis ATCC 29212 CIM* # # # # #
CBM* # # # # #
E. coli ATCC 25922 CIM* # # 500 # #
CBM* # # # # #
P. aeruginosa ATCC 10145 CIM* 500 # # # #
CBM* # # # # #
S. aureus ATCC 25923 CIM* 500 # 125 250 #
CBM* # # 500 500 #

*Valores expressos em pug/mL.
#Sem atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas.

O extrato etandlico da casca e suas fracdes de hexano, diclorometano, acetato de etila
e butanol apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias S. mutans UA159 e S.
mutans Ingbritt 1600. Nenhum extrato ou fracdo mostrou atividade frente S. sobrinus 6715 e
E. faecalis. Pelos resultados, apenas a fracdo de diclorometano da casca apresentou inibicao
do crescimento de E. coli (CIM de 500 ug/mL), sendo que ndo foi observada atividade
bactericida nas concentragdes testadas. Observa-se também, que houve a inibicdo do
crescimento de P. aeruginosa na concentracdo de 500 ug/mL pelo extrato etandlico da casca,
sem atividade bactericida. Para a cepa de S. aureus, o extrato da casca de A. macrocarpa

apresentou CIM de 500 pg/mL, sem atividade bactericida. Sendo que a fragao diclorometano



48

da casca apresentou CIM de 125 pg/mL e CBM de 500 pg/mL e a fracdo de acetado de etila
da casca na CIM de 250 ug/mL, obtendo-se uma concentragao bactericida de 500 pg/mL.

A Tabela 3 apresenta a atividade antimicrobiana do extrato etandlico do galho e das
suas fracdes de hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol de A. macrocarpa (Benth)
Brenan contra as bactérias S. mutans UA159, S. mutans Ingbritt 1600, S. sobrinus 6715, E.

faecalis, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.

Tabela 3 — Atividade antimicrobiana do extrato etandlico do galho e das suas fragdes de
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol de Anadenanthera macrocarpa (Benth)
Brenan expressos pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) frente as bactérias S. mutans UA159, S. mutans Ingbritt 1600, S. sobrinus
6715, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 10145 e S. aureus
ATCC 25923.

MICRORGANISMO TESTE EXTRATO/FRACOES DO GALHO

Etandlico Hexano Diclorometano Acetato de etila Butanol

S. mutans UA159 CIM* 31,25 31,25 500 500 #
CBM* 250 # 1000 1000 #
S. mutans Ingbritt 1600 CIM* # # # 500 #
CBM* # # # # #
S. sobrinus 6715 CIM* 1000 # 1000 # 500
CBM* # # # # #
E. faecalis ATCC 29212 CIM* # # 500 500 500
CBM* # # # # #
E. coli ATCC 25922 CIM* # # 500 # #
CBM* # # # # #
P. aeruginosa ATCC 10145 CIM* # # # # #
CBM* # # # # #
S. aureus CIM* # # 125 250 #
CBM* # # 500 500 #

*Valores expressos em pg/mL.
#Sem atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas.

Os resultados obtidos para a S. mutans UA159 mostram que o extrato etandlico e as
fracdes de hexano, diclorometano e acetato de etila foram ativos, mas a fracdo de butanol do

galho ndo apresentou atividade antimicrobiana para esta bactéria. O extrato etandlico e a
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fracdo hexanica da casca apresentaram a menor CIM (31,25 pg/mL), com atividade
bactericida pelo extrato etandlico da casca (CBM de 250 pg/mL).

Para S. mutans Ingbritt 1600 somente a fragdo acetato de etila foi ativa, inibindo o
crescimento na concentracdo de 500 ug/mL, sem apresentar atividade bactericida. O extrato
bruto e as fragdes hexano, diclorometano e butanol do galho de angico ndo mostraram
atividade para S. mutans Ingbritt 1600. Para S. sobrinus 6715 o extrato bruto do galho (CIM
de 1000 pg/mL) e as fragdes diclorometano (1000 pg/mL) e butanol (500 pg/mL)
apresentaram inibi¢cdo do crescimento. Nado foi encontrada atividade bactericida para S.
sobrinus 6715 nas concentragdes avaliadas.

E. faecalis teve seu crescimento inibido nas concentracdoes de 500 pug/mL para as
fracdes diclorometano, acetado de etila e butanol, mas sem apresentarem atividade
bactericida. O extrato etandlico e a fragdo hexanica ndo apresentaram atividade antibacteriana.
Quanto a cepa E. coli, apenas a fracdo diclorometano apresentou efeito inibitério do
crescimento desta bactéria na concentragao de 500 pg/mL, sem atividade bactericida para o
extrato bruto e as quatro fracdes. Os resultados também evidenciaram que o extrato e as
fragdes do galho foram incapazes de inibir o crescimento desta bactéria nas concentragdes
avaliadas. Para os testes com S. aureus, as fracdes diclorometano (CIM = 125 pg/mL e CBM
= 500 pug/mL) e acetato de etila (CIM = 250 pg/mL e CBM = 500 ug/mL) do galho nao s6
inibiram o crescimento bacteriano, mas apresentaram atividade bactericida.

Por ultimo, foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato e fracdes da folha de A.
macrocarpa contra S. mutans UA159, S. mutans Ingbritt 1600, S. sobrinus 6715, E. faecalis,
E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, sendo que os resultados estdo apresentados na Tabela 4. O
que se pode inferir dos resultados obtidos € que a fracdo butandlica da folha ndo apresentou
atividade de inibi¢do do crescimento contra nenhuma das cepas utilizadas neste experimento.

E também possivel verificar que o extrato etanélico da folha apresentou atividade de
inibi¢do do crescimento e atividade bactericida para S. mutans UA159 (CIM de 500 pg/mL e
CBM de 250 pg/mL) e S. sobrinus 6715 (CIM de 1000 pg/mL e CBM de 250 ug/mL) e
inibicdo do crescimento de P. aeruginosa (CIM de 1000 pg/mL) e S. aureus (CIM de 125
pg/mL). Frente a todas as bactérias testadas, a fracdo hexanica da folha de A. macrocarpa
apresentou atividade de inibi¢do do crescimento para S. mutans UA159 (CIM de 31,25
pg/mL).

Avaliando-se a atividade antimicrobiana da fracdo de diclorometano observou-se uma
inibicdo do crescimento para E. coli (CIM de 500 pg/mL), bem como, atividade bactericida

para S. mutans UA159 (CIM de 31,25 pg/mL e CBM de 62,5 ug/mL) e S. aureus (CIM de
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250 pg/mL e CBM de 250 pg/mL). Esta fracdo se mostrou incapaz de inibir o crescimento de
S. mutans Ingbritt 1600, S. sobrinus 6715, E. faecalis e P. aeruginosa nas concentracoes

testadas.

Tabela 4 — Atividade antimicrobiana do extrato etandlico da folha e suas fragdes de hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan
expressos pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) frente as bactérias S. mutans UA159, S. mutans Ingbritt 1600, S. sobrinus 6715, E.
faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 10145 e S. aureus ATCC
25923.

MICRORGANISMO TESTE EXTRATO/FRACOES DA FOLHA

Etanolico Hexano Diclorometano Acetato de etila Butanol

S. mutans UA159 CIM* 500 31,25 31,25 125 #
CBM* 250 # 62,5 1000 #
S. mutans Ingbritt 1600 CIM* # # # 500 #
CBM* # # # # #
S. sobrinus 6715 CIM* 1000 # # 500 #
CBM* 250 # # # #
E. faecalis ATCC 29212 CIM* # # # 250 #
CBM* # # # # #
E. coli ATCC 25922 CIM* # # 500 500 #
CBM* # # # # #
P. aeruginosa ATCC 10145 CIM* 1000 # # # #
CBM* # # # # #
S. aureus CIM* 125 # 250 250 #
CBM* # # 250 # #

*Valores expressos em pg/mL.
#Sem atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas.

Com relagdo ao estudo realizado com a fracdo de acetato de etila da folha houve
atividade antimicrobiana para S. mutans Ingbritt 1600 (CIM de 500 ug/mL), S. sobrinus 6715
(CIM de 500 pg/mL), E. faecalis (CIM de 250 pg/mL), E. coli (CIM de 50 pg/mL) e S.
aureus (CIM de 250 pg/mL). Mostrou-se também capaz de inibir o crescimento com

atividade bactericida para S. mutans UA159 (CIM de 125 pg/mL e CBM de 1000 pg/mL).
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIADERENCIA “IN VITRO” DOS EXTRATOS
ETANOLICOS DA CASCA, GALHO E FOLHAS DE A. MACROCARPA (BENTH)
BRENAN

Considerando a importancia da busca de novos medicamentos para uso odontolégico
com agdo antimicrobiana e efeitos colaterais reduzidos, o presente estudo objetivou verificar a
acdo dos extratos etandlicos da casca, galho e folhas de A. macrocarpa (Benth) Brenan sobre
a aderéncia de dois estreptococos do grupo mutans: S. mutans UA159 e S. sobrinus 6715. O
ensaio realizado foi a determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia

(CIMA), sendo os resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Atividade antiaderente “in vitro” dos extratos etandlicos da casca, galho e folha de
Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan pelos ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) contra as bactérias S. mutans
UA159 e S. sobrinus 6715.

BACTERIAS
EXTRATO S. mutans UA159 S. sobrinus 6715
CIM* CIMA* CIM* CIMA*
Casca 250 31,25 # #
Folha 500 250 1000 250
Galho 31,25 7,81 1000 #

*Valores expressos em pug/mL.
#Sem atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas.

Os resultados demonstram que a aderéncia de S. mutans UA159 foi inibida pelos trés
extratos etandlicos, casca (CIMA de 31,25 ug/mL), galho (CIMA de 7,81 pug/mL) e folha
(CIMA de 250 pg/mL), sendo que a melhor atividade foi do extrato do galho. Para S. sobrinus
6715 somente o extrato etandlico da folha foi capaz de inibir a aderéncia desse microrganismo

(CIMA de 250 pg/mL).
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5.4 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE “IN VITRO” DOS
EXTRATOS ETANOLICOS DA CASCA, GALHO E FOLHA DE A. MACROCARPA
(BENTH) BRENAN.

A atividade antioxidante de extratos etandlicos da casca, galho e folhas de A.
macrocarpa (Benth) Brenan foi avaliada por meio de dois métodos: sistema B-caroteno/acido
linoléico e método de sequestro de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).

A Tabela 6 apresenta os valores da capacidade antioxidante determinada pelo sistema
[-caroteno/4cido linoléico dos extratos etandlicos da casca, galho e folhas de A. macrocarpa
(Benth) Brenan nos tempos iniciais (20 min) e finais (120 min) do experimento. Também
foram testadas solucdes padrdoes dos antioxidantes butil-hidréxi-tolueno (BHT) e alfa-

tocoferol.

Tabela 6 — Determinacdo da capacidade antioxidante in vitro pelo sistema f-caroteno/acido
linoléico dos extratos etandlicos da casca, galho e folha de Anadenanthera macrocarpa
(Benth) Brenan e dos padrdes hidroxitolueno de butila (BHT) e Alfa-tocoferol.

TESTES CONCENTRACAO TEMPO
20 min 120 min
Padraes BHT 90 pg/mL 91,39+0,01 %"  98,14+0,01 %"
Alfa-tocoferol 90 pg/mL 71,33 0,09 %™ 87,83 + 0,05 %™
Parte da planta  Casca 500 pg/mL 48,75 £9,67%" 80,24 +3,39%"
1000 pg/mL 51,53+9,14% 87,23 + 0,46%"
Folha 500 pg/mL 86,31 +4,47%" 83,84 +10,33%"
1000 pg/mL 89,30 +4,33%" 88,35 + 8,05%"
Galho 500 pg/mL 77,91 +2,54%" 81,21 +3,78%"
1000 pg/mL 86,03 +7,67%" 86,84 + 3,88%"

* Os valores sdo representados como média + D.P. de triplicatas. Valores seguidos pela mesma letra
ndo compartilhou diferengas significativas comparando os dados de BHT, -tocoferol e extratos em 20
min ou 120 min em P < 0,05 (teste de Bonferroni). * Valores seguidos por partes mesmo simbolo
diferencas significativas comparando os dados de BHT, g-tocoferol e extratos, entre 20 min e 120 min
P < 0,05 (teste de Bonferroni).
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Os resultados mostram que o BHT apresentou maior atividade antioxidante em
comparacao ao alfa-tocoferol, em concentra¢des de 90 ng/mL, no tempo de 20 min (P < 0,05)
e similar no tempo de 120 min (P > 0,05). Observa-se também uma atividade antioxidante
crescente dos padrdes até o tempo de 120 min.

A seguir, os extratos etandlicos da casca, galho e folhas de A. macrocarpa (Benth)
Brenan foram avaliados em relagdo a sua atividade antioxidante nas concentracdes de 500
pg/mL e 1000 pg/mL. Como se pode avaliar nos resultados, o extrato etandlico das folhas
apresentou a maior capacidade antioxidante, com resultados superiores aos encontrados para o
alfa-tocoferol, mas nesta técnica, ndo superou os valores encontrados para o antioxidante
sintético BHT. O extrato etandlico da casca foi o que apresentou a menor capacidade
oxidativa. O extrato proveniente do galho foi tdo eficaz quanto o padrio alfa-tocoferol na
atividade de inibir a oxidagao do B-caroteno.

Como se pode observar, o extrato da casca apresenta uma atividade antioxidante
crescente ao longo do experimento, tendo aos 120 min de experimento atividade semelhante
ao alfa-tocoferol na concentragdo de 500 pg/mL (80,24 + 3,39%) (P > 0,05) e a concentracdo
de 1000 pg/mL (87,23 + 0,46%), semelhante ao BHT e alfa-tocoferol (P > 0,05). Além disso,
as duas concentragdes testadas apresentam atividade antioxidante similar no tempo de 20 min
e 120 min (P > 0,05).

Ja para os extratos etandlicos da folha e galho, foi observada atividade antioxidante
constante em todo o experimento. Os extratos etandlicos da folha e galho ndo diferiram
quanto as atividades antioxidantes comparadas as duas concentracdes de 500 e 1000 pg/mL
testadas nos dois tempos (P > 0,05). Somente a concentragdo de 1000 pug/mL dos extratos
etandlicos do galho e folha no tempo de 120 min apresentaram atividade antioxidante
semelhante ao BHT (P > 0,05), inibindo a peroxidacao lipidica. E no tempo de 120 min, ndo
se observa diferenca estatistica na atividade antioxidante entre os extratos etandlicos do galho
e folha na concentragdo de 500 e 1000 pg/mL.

A capacidade de sequestrar o radical DPPH (expressa em percentual de atividade
antioxidante) exibida pelos extratos etandlicos da casca, galho e folhas de A. macrocarpa
(Benth) Brenan encontram-se apresentados na Tabela 7.

A partir da andlise dos resultados obtidos, o padrao BHT neste método evidenciou um
perfil diferente daquele observado no método anteriormente descrito, com percentuais de

atividade antioxidante menores, principalmente no inicio do experimento (Tabelas 6 e 7). O
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padrdao alfa-tocoferol apresentou uma melhor atividade antioxidante neste teste em

comparacdo ao BHT em ambos os tempos de 15 e 105 min (P < 0,05).

Tabela 7 — Determinac@o da capacidade antioxidante “in vitro” pelo método de sequestro de
radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) dos extratos etandlicos da casca, galho e
folha de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan.

TESTES CONCENTRACAO TEMPO
15 min 105 min
Padrdes BHT 90 pg/mL 45,37 £2,63 %° 85,82+0,75 %*
Alfa-tocoferol 90 pg/mL 91,07 + 0,68 %" 90,78 + 0,17 %"
Parte da planta Casca 500 pg/mL 88,66 + 1,72%* 88,19 + 1,93%*
1000 pg/mL 93,19 + 0,39%" 92,72 +0,51%"
Folha 500 pg/mL 93,80 + 1,74%" 93,71 £1,28% ™
1000 pg/mL 93,79 + 1,03%" 93,89 + 1,43%"
Galho 500 pg/mL 93,61 £1,21%" 92,22 +0,92%"
1000 pg/mL 93,15 + 1,38%" 92,83 +2,11%"

* Os valores sdo representados como média + D.P. de triplicatas. Valores seguidos pela mesma letra
nao compartilhou diferengas significativas comparando os dados de BHT, g-tocoferol e extratos em 15
min ou 105 min em P < 0,05 (teste de Bonferroni). * Valores seguidos por partes mesmo simbolo
diferencas significativas comparando os dados de BHT, g-tocoferol e extratos, entre 15 min e 105 min
P < 0,05 (teste de Bonferroni).

No tempo de 15 minutos, os extratos etandlicos da casca, galho e folha nas
concentracdes de 500 e 1000 wg/mL nao diferenciam na atividade antioxidante entre si (P >
0,05) e foram similares a atividade do alfa-tocoferol (91,07 £ 0,68%) (P > 0,05) e superior ao
padrao BHT (95,37 + 2,63). J4 no tempo de 120 minutos, observa-se que para os trés extratos
etanolicos, casca, galho e folha, nas concentragdes de 500 e 1000 pg/mL ndo houve diferenca

entre eles quanto a atividade antioxidante (P > 0,05) e atividade semelhante ao alfa-tocoferol

(90,78 £0,17%) (P > 0,05).
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5.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA
OBTIDAS DO EXTRATO ALCOOLICO DA CASCA DE ANADENANTHERA
MACROCARPA (BENTH) BRENAN

A atividade antinoceptiva e anti-inflamatdria do extrato etandlico da casca foi avaliada
por meio de diferentes ensaios. Para avaliar o efeito antinociceptivo do extrato etandlico da
casca, foram realizados dois tipos diferentes de testes: nocicep¢ao visceral (ensaio contor¢ao
abdominal induzida por acido acético) e nocicep¢do neurogénica e inflamatdria (teste da

formalina).
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Figura 4 — Efeito do extrato etandlico da casca de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan no teste de
contor¢do abdominal induzida por dcido acético (0,6%) em camundongos. Os animais foram pré-tratados com
diferentes doses do extrato (50, 100 e 200 mg/Kg, s.c.) ou veiculo (etanol 10%, v/v). Os resultados sdo
apresentados como médias + D.P. da contor¢do em camundongos (n = 6). A andlise estatistica foi realizada por
meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * P < 0,05 quando comparado o grupo dos
camundongos tratados com veiculo e tratados com o extrato, com indugdo posterior da nocicep¢do com dcido
acético. # P < 0,05 comparado ao grupo salina. VH: Veiculo.

A dose de 200 mg/Kg do extrato etandlico da casca foi a tnica que promoveu uma
reducdo significativa (P < 0,05) no numero de episodios de contor¢do induzida pela
administracao de 4cido acético em comparagdo ao grupo tratado com o veiculo (etanol 10%,
v/v) (Figura 4).
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No teste da formalina, a administracdo do extrato etandlico da casca (s.c.) (50, 100 e
200 mg/kg), 30 min antes da formalina, ndo conseguiu inibir a primeira fase (primeiros 5
minutos) induzida pela formalina na pata do animal (Figura 5). No entanto, o extrato etanélico
da casca nas trés doses testadas reduziu significativamente, de forma dose-dependente, a
nocicep¢io induzida pela formalina na segunda fase do ensaio (50-30 minutos) (Figura 4). E
importante ressaltar, que as doses de 50 e 100 mg/kg ndo apresentaram diferencga estatistica
quando comparada ao grupo morfina na inibicdo da nocicep¢cao induzida (P > 0,05).
Considerando o fato de que a primeira fase dos resultados do teste de formalina resulta
essencialmente, da estimulacdo direta dos nociceptores e a segunda fase do teste da formalina
envolve um periodo de sensibilizagdo durante o qual ocorrem os fendmenos inflamatérios, os
resultados sugerem que o efeito antinociceptivo do extrato etandlico da casca é mediado, em

parte, por propriedades anti-inflamatdrias do extrato etandlico da casca.
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Figura 5 — Efeitos do extrato etandlico da casca de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan na resposta a
nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de formalina em camundongos. Os animais foram pré-tratados por
administracdo subcutanea de morfina (1 mg/kg), extrato da planta (50, 100 e 200 mg/kg) ou veiculo (etanol 10%,
v/v). Os resultados sdo apresentados como média = D.P. (n = 6) do niimero de elevagdes, sacudidas e lambidas
da pata injetada por um periodo de 30 min. A andlise estatistica foi realizada por meio do ANOVA seguido pelo
teste de Bonferroni .* P < 0,05, quando comparado o grupo dos camundongos tratados com morfina ao grupo de
camundongos tratados com o extrato. # P < 0,05 quando comparado ao grupo veiculo. CHE: Extrato etandlico da
casca.

Em concordincia, o tratamento com o extrato etandlico da casca (50, 100 e 200
mg/Kg), diminuiu a formacdo de edema induzido por injecdo de formalina na pata do

camundongo (300 pg/pata) (Figura 6). Além disso, todas as doses diminuiram o edema nos



57

mesmos niveis da indometacina (P > 0,05), e ndo apresentaram diferencas estatisticas entre as

doses testadas (P > 0,05) (Figura 6).
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Figura 6 — Efeitos do extrato etandlico da casca de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan no edema de
pata induzido por formalina 1,5%. Os animais foram pré-tratados por administra¢do de indometacina (10 mg/kg
em 10 ml/kg, s.c.), extrato (50, 100 e 200 mg/kg, s.c.) ou veiculo (etanol 10%, v/v, s.c.). Os resultados sdo
apresentados como média + D.P. (n = 6) do volume (mL) de edema da pata injetada ap6s 30 min (s.c.). A andlise
estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * P < 0,05 quando
comparado com grupo veiculo. # P < 0,05 comparado ao grupo salina. VH: Veiculo.

Tem sido demonstrado que os neutréfilos desempenham um papel relevante na génese
da nocicepg¢ao inflamatédria induzida por Cg uma vez que estas células sdo fonte de citocinas
hipernociceptivas ou mediadores hipernociceptivos de agdo direta (CUNHA et al., 2008).
Assim, para avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato etandlico da casca de angico,
primeiro foi avaliado o efeito na migragdo de neutréfilos induzida pela Cg na cavidade
peritoneal do camundongo. O pré-tratamento com extrato etandlico da casca (100 e 200
mg/Kg; s.c.) diminuiu de forma dose-dependente a migracao de neutr6filos nos camundongos
(P < 0,05) (Figura 7). A partir deste experimento, foi estabelecido que a dose efetiva do
extrato etandlico da casca para inibir a migracdo de neutréfilos € de 100 mg/kg, uma vez que
ndo foi observada uma melhora na eficicia com uma dose mais elevada. Para os préximos
experimentos, foi padronizada a dose de 100 mg/kg de extrato etandlico da casca a ser

avaliada.
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Figura 7 — Efeito do extrato etandlico da casca de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan sobre a migracio
de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida por Cg. Grupos de camundongos (n = 6) foram pré-tratados
por via subcutanea com diferentes doses do extrato (50, 100 e 200 mg/kg) 30 min antes da Cg (500 pg/cavidade)
induzir peritonite. As células foram contadas 4 horas ap6s a inje¢do de Cg. Cada valor representa a média + D.P.
A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * P < 0,05 quando
comparado com grupo veiculo. # P < 0,05 comparado ao grupo salina. VH: Veiculo.

Além da migracdo de neutrdfilos, € fundamental avaliar o extravasamento vascular
que € outro pardmetro importante na resposta inflamatdria. Desta forma, foi testada a hipéotese
de que extrato etandlico da casca reduz a permeabilidade microvascular induzida por Cg. A
Figura 8 mostra que o pré-tratamento (30 min, s.c.) com 100 mg/Kg de extrato etandlico da
casca reduziu significativamente (P < 0,05) o extravasamento do corante azul de Evans no
liquido peritoneal.

Além disso, os resultados mostram que a concentracdo do mediador pré-inflamatério
TNF-a no liquido peritoneal dos camundongos ndo foi afetada nos animais tratados com o
extrato etandlico da casca (P > 0,05) (Figura 9a), entretanto, foi observado um aumento
significativo (P < 0,05) na concentragdo de IL-10, uma citocina com atividade anti-

inflamatéria (Figura 9b).
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Figura 8 - Efeito do extrato etandlico da casca de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan na
permeabilidade vascular, teste de azul de Evans. Os animais foram pré-tratados por administracdo do extrato
(100 mg/kg, s.c.), 30 min antes da injecdo de Cg (500 mg/cavidade, i.p.). O aumento da permeabilidade vascular
foi avaliado ap6s 4 h. Os resultados sdo apresentados como média + D.P. (n = 6) da concentrag@o de corante azul
de Evans. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * P <

0,05 quando comparado com grupo veiculo. # p < 0,05 comparado ao grupo salina. VH: Veiculo; AN: Extrato
etandlico da casca de angico.
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Figura 9 — Efeito do extrato etandlico da casca de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan sobre as citocinas
TNF-a (a) e IL-1P (b) na produgdo de exsudato peritoneal. Os animais foram injetados com veiculo ou extrato
(100 mg/kg), e 15 minutos mais tarde, foi injetada a Cg. As concentracdes de citocinas foram determinadas por
ELISA. Os resultados sdo apresentados como média + D.P. de seis animais em cada grupo e sdo representativos
de dois experimentos diferentes. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste
de Bonferroni. * P < 0,05 quando comparado com grupo veiculo. # p < 0,05 comparado ao grupo salina. VH:
Veiculo; AN: Extrato etandlico da casca de angico.
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Posteriormente, foi avaliado o efeito anti-inflamatério sobre o mecanismo de
nocicep¢ao mecancia. A nocicep¢ao mecancia induzida por Cg foi realizada por meio do teste
de Von Frey. Conforme mostrado na Figura 10a, o extrato etandlico da casca (100 mg/kg;
s.c.), administrada 30 min antes da injecdo intraplantar de Cg (100 ug/pata), inibiu a
nocicep¢ao mecanica (P < 0,05).

Esse efeito sobre a hipernocicep¢cdo mecancia parece também estar intimamente
associada a capacidade do extrato etandlico da casca em inibir a migragcao de neutréfilos para
o tecido plantar induzida pela Cg, avaliada pela dosagem da atividade de mieloperoxidase
(MPO) (Figura 10b). A MPO foi utilizada como um marcador indireto da ativacdo de
neutréfilos no local do processo inflamatério (FR(")DE; MEDEIROS, 2001).
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Figura 10 — Efeito do extrato etandlico da casca de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan na inibi¢do da
nocicep¢do mecanica. Os camundongos foram tratados com extrato (100 mg/kg, s.c.), 15 minutos antes da
injecdo i.pl. de Cg (Cg, 100 mg/pata) ou veiculo (etanol 10%, v/v). As respostas hipenociceptivas foram
avaliadas 3 h apds estimulo, seguido pela coleta do tecido plantar da pata para andlise da mieloperoxidase
(Figura a e b, respectivamente). Os resultados sdo apresentados como média + D.P. de seis animais em cada
grupo (n = 6) e sdo representativos de dois experimentos diferentes. A andlise estatistica foi realizada por meio
do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * P < 0,05 quando comparado com grupo veiculo. # P < 0,05
comparado ao grupo salina. VH: Veiculo; AN: Extrato etandlico da casca de angico.

Além destes experimentos, avaliou-se o extravasamento de plasma induzido por Cg na
pata. Como pode ser observado na Figura 11, um ftnico tratamento subcutineo dos
camundongos com o extrato etandlico da casca 100 mg/kg foi capaz de reduzir (P < 0,05) a
formacdo de edema induzido por Cg (1%, 0,1 mL/pata), um efeito que comecou em 2 horas e
foi observado até 4 h apds a administragdo deste agente flogistico. No tempo de 2 h, a

atividade antiedematogénica de extrato etanélico da casca foi maior do que a dexametasona (P
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< 0,05) e em 4 h a atividade foi comparavel ao da dexametasona (P < 0,05). Apesar disso, o
extrato etandlico da casca nao inibiu (P > 0,05) a resposta edematogénica evocadas por Cg em

camundongos apds 4h (dados ndo mostrados) (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito do extrato etandlico da casca de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan sobre o edema
de pata induzido por Cg 1%. Os animais foram pré-tratados por administracdo subcutinea do extrato (100
mg/kg), 1 h antes da injecdo intraplantar de Cg (1%). O edema foi medido 1-4 horas apés a Cg. Os resultados
sdo apresentados como média + D.P. (n = 6) do edema da pata (mL). * P < 0,05 quando comparado ao grupo
tratado com Cg. Os resultados sdo apresentados como média + D.P. de seis animais em cada grupo e s@o
representativos de dois experimentos diferentes. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni. CHE: Extrato etandlico da casca de angico.
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6 DISCUSSAO

Acredita-se que as plantas sejam uma importante fonte de novos produtos quimicos e
matéria-prima para a induastria farmacéutica. Por isso, a avaliagdo do potencial da atividade
bioldgica do extrato e fragdes de Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan do semiarido da
Bahia, é de grande interesse cientifico, ambiental, tecnolégico e econdmico, para tanto, foram
feitos estudos com os extratos brutos e fragdes da casca, galho e folhas preparados a partir de
plantas coletadas na Floresta Nacional Contendas do Sincord, para avaliacdo da atividade
antimicrobiana, antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatoria.

As pesquisas com extratos vegetais estdo explorando a a¢do antimicrobiana, o que
pode representar uma saida para o combate aos microrganismos, em razao do grande aumento
da resisténcia de microrganismos patogénicos a multiplas drogas, devido ao wuso
indiscriminado de antimicrobianos, levando assim, a procura dessas novas alternativas
terapéuticas (SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2008).

Embora, ndo tenham sido encontrados na literatura estudos anteriores sobre a atividade
antimicrobiana da folha e do galho de A. macrocarpa e suas respectivas fracdes, no presente
trabalho, utilizando os ensaios de (CIM) e (CBM) com as bactérias S. mutans UA159, S.
mutans Ingbritt 1600, S. sobrinus 6715, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, ficou
demonstrado que grande parte dos microrganismos usados nos testes apresenta sensibilidade
aos extratos e fracdes testados. Sendo que as cepas de S. mutans UA159 e S. Ingbritt 1600
foram as cepas mais sensiveis quanto a inibicdo do crescimento pelos extratos e fracoes.
Destaca-se a CIM obtida em baixa concentracdo (31,25 pg/mL) para S. mutans UA159 pelos
extratos etandlicos da folha e fragdes de hexano do galho e folha, e fracdo diclorometano da
folha, indicando que os possiveis compostos bioativos podem estar presentes em maior
concentracao nestas fracdes e possuem caracteristica apolar.

De acordo com Takana et al (2005) e Holetz et al (2002) a atividade antimicrobiana
pode ser classificada de acordo com a CIM em: Inativa (CIM > 1000 pg/mL); atividade fraca
(500 < CIM < 1000 pg/mL); atividade moderada (100 < CIM < 500 pg/mL) e ativa boa (CIM
< 100 pg/mL). Os resultados do presente estudo indicam que as fracdes de hexano e acetato
de etila da casca com S. mutans Ingbritt 1600 e S. mutans UA159, respectivamente, as fragdes
etandlico e hexano do galho e as fragdes hexano e diclorometano da folha (frente a S. mutans
UA159) de A. macrocarpa apresentaram atividade antibacteriana ativa boa, com

concentragdes inibitérias menores que 100 pg/mL.



63

Outros estudos realizados com extratos da A. macrocarpa demonstram a atividade
antimicrobiana dessa espécie. Na avaliacdo da atividade antimicrobiana a CIM do extrato
bruto de angico frente a 10 amostras de cepas de S. aureus de origem humana foi determinada
por Palmeira et al (2010). Todas as amostras mostraram-se sensiveis a a¢do do extrato de A.
macrocarpa, com halos de inibi¢do variando de 19 a 25 mm. O extrato etandlico do angico
apresentou atividade antimicrobiana e CIM de 3,12 g/100 mL para todas as cepas de S. aureus
testadas (PALMEIRA et al., 2010).

E importante registrar que a atividade antimicrobiana assim como a CIM difere,
principalmente, quando se trata de microrganismos pertencentes a outros géneros. Observa-se
um perfil de atividade antimicrobiana diferente entre os extratos e fragdes da casca, galho e
folha em relacdo a atividade antimicrobiana sobre diferentes cepas testadas. Segundo Viana
(2003), o extrato de angico possui atividade antimicrobiana para Salmonella spp.,
apresentando CIM na concentracdo de 12,5 g/100 mL ou seja equivalente a diluicdo 1/8.
Resultados semelhantes foram encontrados por Kluczynik et al (2010). Este fato
provavelmente se deve as caracteristicas dos microrganismos analisados, mostrando que nao é
pertinente a avaliacdo da atividade antimicrobiana de um produto, comparando-a ao
comportamento de resisténcia e/ou sensibilidade entre bactérias Gram positivas e Gram
negativas.

Deste modo, considerando-se os resultados de Viana (2003), é provavel que os
extratos de A. macrocarpa sejam mais eficazes frente a bactérias Gram-positivas (S. aureus e
S. mutans) do que a bactérias Gram-negativas (Salmonella spp.). Em nosso estudo, o
crescimento da bactéria Gran-negativa P. aeruginosa, ainda que com maior CIM em relacdo
aos outros micro-organismos testados, foi inibida pelo extrato etandlico da casca (CIM = 500
pg/mL) e da folha (CIM = 1000 pg/mL). A outra bactéria Gran-negativa utilizada neste
experimento a E. coli teve seu crescimento inibido pela fra¢do diclorometano da casca, galho
e folha (CIM = 500 pg/mL) e acetato de etila da folha (CIM = 500 pg/mL).

Contudo, em um estudo comparativo da atividade antimicrobiana de extratos de
algumas arvores nativas do Brasil, realizado por Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005), o
extrato etandlico da casca do tronco de angico coletada no estado de Sdo Paulo, ndo
apresentou acdo antibacteriana frente a E. coli, Enterobacter aerogenes, Streptococcus
pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia spp., Proteus mirabilis, P. aeruginosa,
Shigella sonnei, Staphylococcus spp. € S. aureus. Estes autores sugerem que todos estes
microrganismos sejam resistentes ao extrato da planta uma vez que eles também apresentaram

resisténcia a alguns antibidticos comerciais. Além do mais, é muito importante ressaltar que
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existem diferengas entre as composi¢des quimicas das plantas, em decorréncia dos locais e
épocas do ano da coleta das espécies vegetais.

Em um estudo, Weber (2010) verificou um resultado contrdrio ao encontrado por
Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005). Realizou-se um estudo da casca do caule de A.
colubrina coletada em Pernambuco com bactérias multidroga-resistentes: S. aureus, P.
aeruginosa, Candida albicans, Shigella sonnei, Salmonella entérica e E. coli. As linhagens de
S. aureus foram as mais sensiveis ao extrato alcodlico e as fragdes de acetato de etila e hexano
(apresentando CIM com médica geométrica de 62,5; 62,5 e 125 pg/mL, respectivamente)
quando comparados a P. aeruginosa, S. sonnei, S. enterica, E. coli e C. albicans.

Ha pouco registro pertinente, na literatura, quanto ao possivel mecanismo de acdo de
produtos oriundos de plantas. Entretanto, sabe-se que algumas substincias naturais possuem
grande capacidade de inibir a sintese dos 4cidos nucléicos (DNA e RNA), interferindo na
formacdo de purina ou pirimidina, ou, ainda, bloqueando a polimeriza¢ao dos nucleotideos; ao
mesmo tempo, estudos sobre a atividade de extratos vegetais e seu mecanismo de ag¢ao tém
demonstrado que eles agem nas estruturas da parede celular (SINGH; SHUKLA, 1984).

Os compostos isolados de plantas sdo substancias cuja estrutura quimica, com raras
excegOes, apresenta grandes diferengcas em relagcdo aos antibidticos derivados de
microrganismos. Esses agentes antimicrobianos isolados de plantas superiores podem agir
como reguladores do metabolismo intermedidrio, ativando ou bloqueando reagdes
enzimaticas, afetando diretamente uma sintese enzimatica, seja em nivel nuclear ou
ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas (SINGH; SHUKLA, 1984).

Em uma ampla revisdo sobre plantas medicinais, Recio e Rios (1989) fizeram uma
avaliacdo quanto a atividade antimicrobiana de extratos, 6leos essenciais e de substincias
obtidas de vegetais, e destacaram os resultados obtidos com os 6leos essenciais, alcaldides,
cumarinas, triterpenos, citral, mirceno, timol, xantanol, dcido caurémico, entre outros que, em
baixas concentragdes, exercem inibi¢do sobre o crescimento de bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos, confirmando a grande importancia que
possuem como perspectivas para a producdo de novos e eficientes produtos farmacéuticos que
possam ser usados na terapéutica de processos infecciosos.

O presente estudo veio também, evidenciar que os extratos etandlicos de A.
macrocarpa apresentam atividade antimicrobiana sobre os microrganismos presentes no
biofilme dental, como S. mutans UA159, mas também demonstrou “in vitro” inibicdo da
aderéncia bacteriana na superficie, fator predisponente para o desenvolvimento da cdrie e

doencas periodontais.
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Em prospecgdes fitoquimicas, a casca do tronco de A. macrocarpa é muito rica em
taninos e andlises fitoquimicas desse Orgdo, também isolaram alcaldides, flavondides,
triterpendides  (luperona, lupeol), componentes fendlicos (dalbergina;  3,4,5-
dimetoxidalbergiona) (DUKE, 1985). Koo et al. (2002) determinaram os efeitos da atividade
bioldgica de compostos polifendlicos sobre a atividade de glucosiltransferase, a viabilidade do
biofilme e do desenvolvimento de cdrie em ratos. Os resultados mostraram que a apigenina
apresentou desprovida de atividade antibacteriana e inibiu a atividade de glucosiltransferase.

A cérie dental € uma doenca multifatorial, relacionada ndo s6 com a dieta do
hospedeiro, mas também com o desequilibrio desta comunidade, de modo a favorecer o
estabelecimento de uma microbiota cariogénica (VAN HOUTE, 1994; LOESCHE, 1986).
Esta dieta promove um aumento da proporc¢iao de estreptococos do grupo mutans, uma vez
que estes microrganismos apresentam algumas vantagens ecoldgicas quando da presenca
deste acticar no meio bucal, permitindo a sua aderéncia, coloniza¢do e posterior acimulo na
superficie lisa do esmalte dental (HAMADA; SLADE, 1980; LOESCHE, 1986). Além disso,
a fermentacdo de carboidratos da dieta pelas bactérias, principalmente sacarose, resulta na
producdo de 4cidos e produtos que inicialmente desmineralizam o esmalte e posteriormente a
dentina, sendo que, quando esse processo niao € controlado, ocorre a formacdo das lesdes
cariosas (SANSONE et al., 1993; ALAM et al., 2000).

Os estreptococos do grupo mutans, principalmente o Streptococcus mutans, sao
considerados os maiores patégenos em relacdo a etiologia da ciarie (HAMADA; SLADE,
1980), devido ao alto nimero destes microrganismos isolados em locais cariados, € possui
uma enorme variedade de caracteristicas fisioldgicas que facilitam a coloniza¢do em locais
propensos a carie (VAN HOUTE, 1994).

Os estreptococos do grupo mutans, além de serem aciddricos e acidogénicos, nao sé
fermentam a sacarose como, a partir desta, sintetizam glucanos através das enzimas
glucosiltransferases — GTFs, o que € considerado um fator de viruléncia para esses
microrganismos (HAMADA; SLADE, 1980). Atualmente, trés GTFs distintas, secretadas
pelo Streptococcus mutans, estdo bem caracterizadas tanto bioquimicamente como ao nivel
molecular: 1) GTF B - codificado pelo gene gtf B, que sintetiza glucanos insoliveis em dgua
tendo ligagdes glicosidicas principais o (1—3); 2) GTF C - codificado pelo gene gtf C, que
sintetiza uma mistura de glucanos insoliveis e soldveis, este Ultimo apresentando ligacdes
glicosidicas principais o (1—6); e 3) GTF D - codificado pelo gene gtf D, que sintetiza
basicamente glucanos soliveis (LOESCHE, 1986; HANADA, KURAMITSU, 1989). A GTF
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produzida por S. sanguinis (GTF Ss) pode também estar envolvida com o desenvolvimento da
placa dental. Os glucanos, principalmente os insoliveis em dgua, t€ém sido considerados como
os principais fatores de aderéncia e acimulo de estreptococos cariogénicos sobre a superficie
dental (HAMADA; SLADE, 1980; ROLLA et al, 1983; TANZER; FEEDMAN;
FITZGERALD, 1985; SCHILLING; BOWEN, 1992). Em acréscimo, tem sido demonstrado
que estes glucanos aumentam a porosidade (DIBDIN; SHELLIS, 1988; VAN HOUTE, 1994)
bem como causam mudancas na composicdo inorganica da matriz da placa (CURY;
REBELLO; DEL BEL CURY, 1997), tornando-a ainda mais cariogénica. Assim,
estreptococos do grupo mutans e glucanos sdo considerados fatores criticos no
desenvolvimento da placa dental cariogénica.

A odontologia moderna real¢a a busca por substancias biocompativeis, especialmente,
dentre aquelas que entrardo em contato direto com os tecidos. Neste contexto, a fitoterapia
tem evoluido notadamente nos ultimos anos e tem estimulado a avaliacdo de diferentes
produtos vegetais com propriedades terapéuticas na odontologia (COSTA et al., 2008).

Segundo Cavalcante (2010), na area da Odontologia ndo ha consenso sobre o nivel de
inibicdo de crescimento aceitdvel para produtos naturais. Para Aligianis et al. (2001), o extrato
tem forte inibicao quando exibe CIM até 500 pg/mL; tem inibi¢do moderada quando a CIM
for de 600 a 1500 pg/mL e, fraca inibi¢ao quando o valor da CIM for acima de 1600 pg/mL.
No trabalho de Magina (2009), foram considerados ativos os extratos com CIM menor que
1000 pg/mL e, muito ativos os extratos com CIM inferior a 100 pg/mL.

Os resultados observados neste estudo com os extratos etandlicos da casca, galho e
folhas de A. macrocarpa sao promissores, uma vez que apresentaram forte inibicdo do
crescimento de S. mutans UA159, que foi sensivel em baixas concentracdes do extrato,
destacando-se o extrato etandlico do galho que teve CIM de 31,25 ug/mL. Os extratos
etandlicos do galho e da folha tém inibicio moderada com CIM de 1000 pg/mL frente a S.
sobrinus 6715. Todavia, o extrato etandlico da casca ndo apresentou capacidade de inibir o
crescimento de S. sobrinus 6715 nas concentracdes avaliadas. Outro importante resultado é a
capacidade dos extratos A. macrocarpa em inibir a aderéncia de S. mutans UA159 e S.
sobrinus 6715 em baixas concentragdes sub-inibitérias (sub-CIM), como obtido com o extrato
do galho para S. mutans UA159.

A capacidade do S. mutans em utilizar alguns polissacarideos extra e intracelular como
compostos de armazenamento de curto prazo fornece um beneficio adicional ecoldgico a este
microrganismo, simultaneamente aumentando a quantidade de producdo de 4cido e a extensdo

da acidificagdo. A persisténcia desse ambiente dcido leva a selecdo da microbiota altamente
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acido tolerante (BEIGHTON, 2005; MARQUIS; CLOCK; MOTA-MEIRA, 2003), o
ambiente de baixo pH dentro da matriz da placa resulta em desmineralizacdo do esmalte
adjacente, iniciando assim, o processo de cdrie dentdria. Portanto, os polissacarideos
extracelulares e a acidificacdo do biofilme da matriz sdo fatores criticos para a formagdo e o
estabelecimento da placa bacteriana cariogénica (BOWEN, 2002; MARSH, 2003), e oferecem
alvos para a intervencdo quimioterdpica (KOO et al., 2002; KOO; JEON, 2009). Os
polissacarideos insoliveis, que sdo compostos de ligagdes principalmente 1-3 e 1-6,
sintetizada principalmente pelas enzimas GTF B e C, sdo os principais componentes da matriz
de polissacarideos extracelular que s@o associados com o desenvolvimento, acimulo e
cariogenicidade do biofilme dental (BOWEN, 2002; PAES LEME et al., 2006).

Em um levantamento realizado por Oliveira (2010), na mesorregiao do sertdo
paraibano, evidenciou que 83,3% dos raizeiros fazem a indica¢do de A. macrocarpa para o
tratamento de afec¢des bucais. Com relacao a estes dados apresentados, pode-se perceber que
existe um conhecimento empirico popular acumulado ao longo dos séculos em relagdao ao uso
medicinal do angico. Diante do atual contexto do uso de A. macrocarpa como recurso
terapéutico na Odontologia, é importante a realizacdo desta pesquisa para a verificagdo “in
vitro” da atividade antimicrobiana e anti-placa dos extratos desta planta.

Uma possivel explicacdo da acdo dos extratos vegetais estd no fato de que varios
fatores estdo associados ao processo de adesdo das bactérias as superficies dentais, dentre
estes, a interacdo de proteinas, adesinas, lectinas e interacdes hidrofébica (PEREIRA et al.,
2006). Desta forma, a interferéncia com a adesdo bacteriana nas superficies dos dentes pode
ser um caminho para se obter o controle do biofilme dental, e consequentemente prevenir a
instalacdo de patologias orais, sendo esta uma indicacdo para a utilizagdo de produtos
naturais.

Finalmente, como ainda nao se dispde de uma substancia ideal para o controle quimico
do biofilme dental e como, com excecao do flior, os efeitos profiliticos dos agentes
relacionados a prevencao da cdrie dentdria ainda sdo escassos (FEJERSKOV; KIDD, 2007),
os resultados obtidos deste estudo sdo promissores devido a capacidade dos extratos de A.
macrocarpa exercerem influéncia inibitéria na aderéncia de estreptococos do grupo mutans,
sendo necessario desenvolver mais estudos para elucidar o mecanismo de agdo sobre os
fatores de viruléncia desses microrganismos.

Com o objetivo de pesquisar novas espécies com esta atividade, o presente trabalho

realizou um estudo da atividade antioxidante de extratos etandlicos da casca, galho e folhas de
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A. macrocarpa (Benth) Brenan por meio de dois métodos, o sistema [-caroteno/acido
linoléico e método de sequestro de radicais livres (DPPH).

Os radicais livres sdo compostos fortemente reativos formados endogenamente no
organismo humano, e que, apesar de possuirem uma funcao fisiologica, podem causar lesdao
celular (GALIZIA; WAITZBERG, 2001). Os danos oxidativos irreversiveis causados por
radicais livres estdo associados ao desenvolvimento de vérias doencas com caracteristicas
degenerativas, por exemplo, a aterosclerose, Doenca de Parkinson, Mal de Alzheimer,
distirbios cardiovasculares, cancer e diabetes (UCHOA et al., 2007). Os radicais livres sdo
formados quando elétrons do tltimo orbital de um dtomo ficam desemparelhados por ganho
ou perda de um elétron. Essa transferéncia de elétrons ocorre nas reagdes de oxirredugao. O
oxigénio molecular (O,) € a principal fonte de radicais livres na célula (BRASILEIRO
FILHO, 2006).

Existem substancias que apresentam atividades antioxidantes, e consequentemente,
protegem o organismo dos radicais livres e assim retardam ou previnem o desenvolvimento de
doencas ao inibirem a inicia¢do ou propagacao da reagdo de oxidacao em cadeia (ANDRADE
et al., 2007). A utilizacdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo
sintéticos é um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem ser empregados
nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na medicina (BIANCHI;
ANTUNES, 1999).

No entanto, estudos em animais evidenciaram que a exposi¢do aguda e prolongada a
antioxidantes sintéticos levou ao desenvolvimento de tumores de figado, pancreas e glandulas
(HIROSE et al., 1986), aumento da formacao de H,O, nos microssomos, alterando as fungdes
hepaticas (ROSSING; KAHL; HILDEBRANDT, 1985), carcinogénese no estdmago de ratos
(ITO et al., 1983) e adenomas e carcinomas em células hepdticas (WURTZEN; OLSEN,
1986). Considerando que o uso de antioxidantes sintéticos ndo € muito recomendado, no
século passado, a partir dos anos 80, deu-se inicio as pesquisas com antioxidantes naturais
visando a substitui¢ao total ou parcial dos antioxidantes sintéticos (BROINIZ et al., 2007).
Além de alimentos ja conhecidos que possuem antioxidantes, como frutas e verduras, a
procura de espécies vegetais ja4 conhecidas que possuem esta atividade vem se acentuando
(ESTEVAM, 2006).

Os vegetais contém substancias antioxidantes distintas, cujas atividades t€ém sido bem
comprovadas nos udltimos anos. A presenga de compostos fendlicos, tais como flavonéides,
acidos fendlicos, antiocianinas, além dos ja conhecidos; vitaminas C, E e carotendides,

contribuem para os efeitos benéficos destes alimentos. Somando-se a isto, estudos tém
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demonstrado que polifendis naturais possuem efeitos significativos na reducdo do cancer, e
evidéncias epidemioldgicas demonstram correlacdo inversa entre doengas cardiovasculares e
consumo de alimentos fonte de substancias fendlicas, possivelmente por suas propriedades
antioxidantes (AJAIKUMAR et al., 2005).

O sistema B-caroteno/dcido linoléico estd presente em diversos estudos. Tal método
avalia a atividade de inibi¢cdo de radicais livres gerados durante a peroxidagdo do &cido
linoléico e estd fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloragdo (oxidagao)
do B-caroteno induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do dcido linoléico. Este
método determina a atividade de uma amostra ou composto de proteger um substrato lipidico
da oxidagcdo (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

A capacidade de sequestrar o radical DPPH € um método que se baseia na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um radical livre, o DPPH, que ao
se reduzir perde sua coloracdo purpura. Desta forma, avalia apenas o poder redutor do
antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e por este motivo ndo detecta substancias pro-
oxidantes (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Optar por diferentes testes para a avaliagdo da atividade antioxidante € importante para
a obtencdo de resposta mais precisa sobre a interacdo dos compostos presentes na amostra
com os diferentes radicais gerados durante a reacdo (ROBARDS, 1999). No teste de oxidagao
do B-caroteno e acido linoléico, pode-se medir na primeira etapa (15 a 45 minutos) a
capacidade dos compostos em doar elétrons ou dtomos de hidrogénio, prolongando o periodo
de indugdo e, na segunda etapa (75 a 105 minutos) a interagdo com os compostos gerados na
degradacdo do 4cido linoléico (JARDINI; MANCINI FILHO, 2007). Por outro lado, se
compostos polares forem testados apenas pelo método do B-caroteno pode-se correr o risco de
subestimar a atividade antioxidante desses compostos (CARPES, 2008). Dessa forma, é
necessario o uso de outros métodos, como o do DPPH que se baseia na reducao deste radical
pela abstragdo do H' pelo antioxidante (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Existem substancias antioxidantes que reagem de forma particular com o DPPH
implicando em uma cinética diferenciada. Podem-se citar os compostos que reagem
lentamente, como o BHT, com estabilizacdo entre 1 e 6 horas, os compostos de cinética
rapida, que levam poucos segundos, como o acido ascorbico e isogenol, e os de cinética
intermedidria, com reagdes entre 5 e 30 min, como o oa-tocoferol e o dcido rosmarinico
(BRAND-WILLIAMS, 1995). Neste estudo, a cinética de reacdo e a atividade antioxidante
dos padrdes foram bastante distintas. Em uma cinética de reagcdo o alfa-tocoferol apresentou

uma atividade antioxidante elevada por meio dos métodos do DPPH e B-caroteno. Entretanto,
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para o BHT pode-se observar valores altos de atividade antioxidante quando utilizado o
sistema [-caroteno/dcido linoléico, porém apenas valores menores no método do DPPH,
principalmente dos 15 minutos, demonstrando uma cinética relativamente lenta, um
comportamento distinto dessa substancia pelos dois métodos de determinacdo da atividade
antioxidante.

Para que sejam considerados antioxidantes e possam exercer seu papel bioldgico é
necessario que, em baixa concentragdo, sejam capazes de impedir, retardar e prevenir a auto-
oxidag¢do ou oxidacao mediada por radicais livres e que o produto formado apds a reagdo seja
estavel (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). A partir da andlise dos resultados
mostrados tanto no sistema B-caroteno/acido linoléico e no método de sequestro de radicais
livres (DPPH), observa-se um comportamento cinético antioxidante relevante dos extratos
etandlicos da casca, galho e folha de A. macrocarpa (Benth) Brenan, tanto em 500 quanto em
1000 pg/mL, sugerindo que os compostos antioxidantes presentes nestes extratos sdo bons
sequestradores de radicais livres, capazes de bloquear a reacdo na etapa da iniciacdo, com
alguns extratos apresentado atividade igual ou superiores aos encontrados para o alfa-
tocoferol e BHT, mostrando assim, que sdo bons bloqueadores de reacdes oxidativas.

Em um estudo que avalia a capacidade antioxidante de A. macrocarpa, extratos da
casca do caule apresentaram atividade antioxidante. Segundo este estudo, estes extratos
apresentam atividade contra o fon peroxila, importantes agentes que intermediam a
peroxidacdo lipidica, danificando assim as membranas celulares, e em consequéncia desta
propriedade, pode desempenhar um papel importante além da atividade anti-inflamatdria
desta planta descrita na literatura (DESMARCHELIER et al., 1999).

Sugere-se que a atividade antioxidante “in vitro” dos extratos etandlicos da casca,
galho e folha de A. macrocarpa pode ser explicada pela presenca de compostos polifendlicos
presentes nesses extratos. A atividade antioxidante de um extrato vegetal estd diretamente
ligada a sua quantidade de compostos fendlicos totais. Quanto maior a quantidade de
compostos fendlicos, maior a atividade antioxidante (SINGH; CHIDAMBARA MURTHY;
JAYAPRAKASHA, 2002). Em estudos das partes aéreas desta espécie foi isolado um novo
flavon6ide denominado de anadantoflavona, e mais 11 compostos ja conhecidos: alnusenol,
lupenona, lupeol, &cido betunilico, o-amirina, [B-amirina, [-sitosterol, estigmasterol,
apigenina, acido 4-hidroxibenzdico e 4cido cinamico (GUTIERRES-LUGO et al., 2004),
todos metabdlitos com capacidade antioxidante.

No grande grupo dos compostos fendlicos, os flavondides e os acidos fendlicos sdo os

que mais se destacam e, sdo considerados os antioxidantes fendlicos mais comuns de fontes
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naturais (KARAKAYA, 2004). A capacidade antioxidante dos polifendis € devido,
principalmente, as suas propriedades redutoras que funcionam como sequestradores de
radicais e, algumas vezes, como quelantes de metais (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,
1997). Os intermedidrios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo relativamente
estdveis, devido a ressonéncia do anel aromatico (SOUSA et al., 2007). Agindo tanto na etapa
de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo, cuja intensidade da agcao antioxidante
exibida por estes fitoquimicos é diferenciada uma vez que depende fundamentalmente, do
nimero e posicdo de hidroxilas presentes na molécula (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1997).

Assim, com resultados de atividade antioxidante obtidos, todas as partes da A.
macrocarpa testados, ou seja, casca, galho e folha podem ser promissores na identificacdo de
compostos antioxidantes.

E por fim, no presente estudo, procurou-se investigar as propriedades antinociceptiva e
anti-inflamatéria do extrato etandlico da casca de A. macrocarpa por meio de varios modelos
de inducdo da nocicepcao e inflamac¢do em camundongos com a finalidade de validar seu uso
etnofarmacoldgico.

E bem reconhecido que a maioria dos novos medicamentos descobertos nas tltimas
décadas tem a sua origem da natureza. Constituintes quimicos obtidos de plantas medicinais e
outros produtos naturais t€m sido cada vez mais utilizados para tratar vérias doencgas
inflamatérias (NAPIMOGA; YATSUDA, 2010). No entanto, o uso indiscriminado de
algumas plantas para o tratamento de uma vasta gama de doencgas, sem qualquer evidéncia
cientifica ainda € muito grande e pode ser muito prejudicial.

O presente estudo demonstrou as propriedades antinociceptiva do extrato etandlico da
casca de A. macrocarpa em dois tipos diferentes de nocicepcdo: (1) nocicep¢do visceral
(ensaio de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético) - que tem sido muito utilizado
como uma ferramenta de triagem para a avaliacdo de novos agentes com atividades analgésica
ou anti-inflamatodria, e € descrito como um modelo tipico de nococepc¢ao inflamatéria visceral
(TJOLSEN; HOLE, 1997). Os efeitos algicos do 4cido acético sdo devidos a liberacdo de
varios mediadores como a histamina, serotonina, bradicinina, citocinas e prostaglandinas
(PGE, e PGF;), com um aumento no liquido peritoneal dos niveis desses mediadores
(DERAEDT et al., 1980;. IKEDA et al., 2001). Esses mediadores sdo capazes de aumentar a
permeabilidade vascular, bem como de reduzir o limite da nocicep¢ao e estimular o terminal

nervoso de fibras nociceptivas (MARTINEZ et al., 1999). O 4cido acético pode também
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ativar diretamente canais de comunicacdo ndo seletivos localizados em vias aferentes
primédrias (JULIUS; BASBAUM, 2001).

(2) Nocicepg¢ao neurogénica e inflamatdria (teste da formalina) - O teste da formalina
tem uma vantagem sobre outros testes frequentemente usados, como se trata de uma resposta
bifasica, com uma fase inicial (Fase 1) e uma fase final (Fase 2), respectivamente,
representando a nocicep¢ao neurogénica e inflamatéria (HUNSKAAR; HOLE, 1987). Fase 1
corresponde a nocicepcao neurogénica aguda sensivel as drogas que interagem com o sistema
opidide, enquanto que na Fase 2 (fase final) corresponde a nocicepcao inflamatoria e € inibida
por drogas anti-inflamatdérias ndo-esterdides. Estudos anteriores demonstraram que formalina
libera varios mediadores inflamatérios (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SANTOS; CALIXTO
1997) como a serotonina, histamina, bradicinina e prostaglandinas, que, pelo menos até certo
ponto podem causar a sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos centrais (VERMA et al.,
2005).

Os resultados demonstraram que o extrato etandlico da casca de A. macrocarpa foi
capaz de reduzir a resposta nociceptiva comportamental induzida pelo teste de contor¢ao e da
fase 2 do teste da formalina. O pré-tratamento com o extrato etandlico da casca de A.
macrocarpa (50 e 100 mg/kg) inibem a resposta comportamental nociceptiva induzida por
formalina na fase 2, um efeito antinociceptivo comparavel a morfina. Semelhante, o extrato
etandlico da casca de angico (50, 100 e 200 mg/kg) reduziu o edema de pata induzido pela
formalina, sendo compardvel a indometacina, um potente anti-inflamatério nao-esteroidal,
que inibe a producdo de prostaglandinas, confirmando a a¢do anti-inflamatéria do extrato.
Esses resultados apoiam a hipétese da participacdo do extrato etandlico da casca na inibi¢ao
da sintese de prostaglandinas e em mecanismos periféricos (BINGHAM et al., 2006). No
entanto, a possibilidade de que o extrato etandlico da casca atua sobre a COX ainda precisa
ser analisada em estudos futuros. Além disso, o efeito antinociceptivo do extrato etandlico da
casca no teste de contor¢do sugerem que este efeito estd relacionado com a supressido da
sintese e/ou liberacdo enddgena de substancias pré-inflamatérias ou pelo bloqueio dos
receptores, resultando em efeito antinociceptivo periférico. Essas explicacdes sao
corroboradas pelos resultados obtidos com o extrato etandlico da casca na segunda fase do
modelo de formalina e na permeabilidade vascular analisada pelo teste do estravasamento do
corante azul de Evans.

No presente estudo, também se demonstrou um potencial efeito anti-inflamatério do
extrato etandlico da casca de A. macrocarpa. Na tentativa de elucidar os mecanismos de acdo

da atividade anti-inflamatéria do extrato, foi realizado o teste de migracdo de neutréfilos para
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a cavidade peritoneal. O modelo de migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal € um
modelo experimental de inflamacdo aguda bem caracterizado, que permite a quantificacdo e
correlacdo de migracdo celular, juntamente com vdrios mediadores pré-inflamatérios
(MOORE, 2003). A inflamacao induzida por Cg envolve a migracdo celular, exsudacdo de
plasma e produgdo de mediadores, como o 6xido nitrico, prostaglandina E,, (IL)-1P, IL-6 e
fator de necrose tumoral (TNF)-a (SALVEMINI et al., 1996; LORAM et al., 2007). Esses
mediadores sdo capazes de recrutar leucocitos, como neutréfilos, em vdarios modelos
experimentais. O extrato etandlico da casca (100 e 200 mg/kg) inibiu a migracdo de
neutréfilos de maneira dose-dependente e também mostrou potente capacidade de diminuir a
permeabilidade vascular evocada pela Cg no teste de azul de Evans. Estes sugerem uma
inibicao da liberacdo, na fase inicial da inflamac¢ao aguda (1/2-1 h) da bradicinina, histamina e
serotonina e da liberagcdo de prostaglandinas em uma fase posterior de inflamac¢do aguda (3-4
h) pelas células locais (DI ROSA et al., 1971; MORRIS, 2003).

As citocinas TNF-a e IL-1p sdo importantes mediadores pré-inflamatérias que estao
relacionadas com a libertagao de outros mediadores pré-inflamatérios, incluindo a bradicinina
e substancia P (KUO et al., 2000; SANTOS et al., 2003). Esses dltimos mediadores estao
associados com a quimiotaxia de leucdcitos e moléculas de adesdo no processo inflamatério
(UTSUNOMIYA; NAGAI;, OH-ISHI, 1994). O TNF-a € reconhecido como uma potente
citocina pré-inflamatéria, que € rapidamente produzida em grandes quantidades pelos
macréfagos em resposta a estimulos inflamatérios, como infec¢io bacteriana (VERRI et al.,
2006). Para limitar as consequéncias deletérias da acdo prolongada de citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a e IL-1p), sua liberagdo é acompanhada pela liberagao de citocinas anti-
inflamatorias, como IL-4, IL-10, IL-13 e IL-1ra. Essas citocinas anti-inflamatérias modulam
eventos imunes e inflamatérios inibindo a produgdo e agdo das citocinas pré-inflamatérias
(VERRI et al., 2006). A diminui¢do na migracdo de neutréfilos promovida pelo extrato
etandlico da casca nao pode ser atribuido a supressao da liberacao da citocina pro-inflamatéria
TNF-a, mas pode ser atribuido ao aumento da produgao de IL-10 em camundongos que pode
levar a inibi¢do da produc¢do ou ac¢do de citocinas pré-inflamatdrias, o que pode levar ao baixo
recrutamento de neutroéfilos.

Além disso, o extrato etandlico da casca de A. macrocarpa apresentou efeitos
antinociceptivos em modelos de nocicep¢ao mecanica, teste de Von Frey, este dado pode estar
associado com a sua a¢do anti-inflamatoéria. Essa idéia € reforcada pelos resultados que
mostram que a administragdo do extrato etandlico da casca causou uma inibi¢do pronunciada

da migracao de neutréfilos mediada pela Cg na cavidade peritoneal e na formacao de edema.



74

A injecdo de Cg na regido sub-plantar produz edema desenvolvido em duas fases
caracteristicas: a primeira entre 0 e 24 h, o segundo comeca as 24 horas ap6s a injecao de Cg.
Durante a primeira fase (fase inicial), os neutréfilos sdo as células predominantes, enquanto
que durante a segunda fase (fase final), h4 um intenso acumulo de macré6fagos, eosindfilos e
linfécitos. Todas essas células sdo potencialmente capazes de liberar agentes inflamatdrios,
como aminas vasoativas, prostaglandinas, fatores quimiotdticos, leucotrienos, fator de
ativacdo plaquetdria e os componentes lisossomicos (HURLEY, 1983; HENRIQUES et al.,
1987).

A Cg induz um processo inflamatério agudo envolvendo trés fases: primeira, segunda
e terceira fases causadas pela liberacio de histamina e serotonina, bradicinina e
prostaglandinas, respectivamente (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971;
CRUNKHON; MEACOCK, 1971). O edema e a inflamacao induzidos por Cg € consequéncia
do aumento de histamina e 5-hidroxitriptamina durante 1 h, ap6és o qual o aumento da
permeabilidade vascular € mantido pela liberacdo de cininas até 2,30 h e de 2,30-6 h os
mediadores parecem ser as prostaglandinas, cuja libera¢do estd intimamente associada com a
migracdo de leucdcitos para o sitio inflamado (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971).
Tanto a histamina quanto a serotonina sdo caracterizadas pelo aumento da permeabilidade
vascular. As prostaglandinas respondem pela méxima resposta vascular durante a terceira fase
da inflamagdo (VINEGAR; SCHREIBER; HUGO, 1969).

No presente trabalho, o tratamento anterior subcutaneo com o extrato etandlico da
casca foi eficaz na redu¢do da resposta edematogénica evocada por Cg em camundongos entre
a segunda e a quarta hora apos a injecdo, e o extrato foi mais eficaz que a dexametasona no
tempo de 2 h, sendo tao eficaz quanto o anti-inflamatério nao-esteroidal em 4 h na reducao da
resposta edematogénica. Esses dados permitem sugerir que a acao anti-inflamatéria do extrato
etandlico da casca de A. macrocarpa esta relacionada com a inibi¢do de uma ou mais vias de
sinaliza¢do intracelular envolvidos nos efeitos de varios mediadores inflamatoérios, como
prostaglandinas e 6xido nitrico, produzida por isoformas induzivel da COX (COX-2) e 6xido
nitrico sintase (iINOS), respectivamente (SEIBERT et al., 1994). A atividade
antiedematogénica do extrato também estd principlamente relacionada com a inibicdo da
migragao de neutréfilos na inflamagdo aguda observada no modelo de migrac¢do de neutréfilos
para a cavidade peritoneal. No entanto, o extrato ndo diminuiu o edema formado na fase
tardia.

Além disso, o extrato etandlico da casca também demonstrou acdo antinociceptiva

através da reducdo dos niveis de MPO e, consequentemente, diminuindo o comportamento
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nociceptivo, ja que a migracdo de neutréfilos participa na cascata de eventos que levam a
hipernocicep¢do mecanica (CUNHA et al., 2008). MPO ¢ considerada um marcador de
infiltracdo de células (principalmente neutrdfilos) na inflamacdo. Assim, a atividade da
mieloperoxidase ¢ um marcador indireto de leucdcitos ativados e estd implicado na migragao
celular e exsudagdo, juntamente com o 6xido nitrico (FRODE; MEDEIROS, 2001). O efeito
inibitério do extrato etandlico da casca na segunda fase do modelo de formalina (fase
inflamatéria) confirma a atividade anti-inflamatéria do extrato relacionada com a migragao de
neutréfilos (MPO).

Em resumo, os resultados demonstram um efeito importante para do extrato etanélico
da casca de A. macrocarpa como um modulador chave em eventos inflamatérios relacionados
com a inibicdo da migracdo de neutréfilos. Os mecanismos propostos da atividade
antinociceptiva com base nos modelos de dor utilizados neste estudo mostram que elas sdao
susceptiveis de serem mediadas perifericamente. Estas atividades anti-inflamatérias e
antinociceptiva do extrato bruto etandlico da casca apoiam a utilizacdo tradicional da planta
na medicina popular e, principalmente, reforcando a importincia € o potencial da A.

macrocarpa como um fitoterapico no Brasil.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos de atividade antimicrobiana, antiaderéncia, antioxidante,
antinociceptiva e anti-inflamatéria da espécie A. macrocarpa (Benth) Brenan, conhecida
popularmente como angico, permitem considerar esta planta como uma fonte natural para a
identificacdo de novos compostos bioativos, além de justificar o uso tradicional desta planta
medicinal pela populacdo, e principalmente, reforca a importancia de A. macrocarpa como
fitoterapico no Brasil.

A A. macrocarpa é uma espécie rica em atividade bioldgica, sendo promissor o
isolamento e identificacdo de novos compostos bioativos e agentes terapéuticos. Deste modo,
novos estudos devem ser realizados para investigar a composicao quimica das partes da
planta, além de identificar os compostos bioativos e elucidar seus mecanismos de a¢do, bem
como a sua toxicidade principalmente a existéncia de possiveis efeitos indesejaveis no sistema

gastrointestinal.
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