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‘E avida? E a vida o que €7

Diga la meu irm&o!”
GONZAGUINHA

A LISTA

Faca uma lista de grandes amigos
Quem vocé mais via ha dez anos atras
Quantos vocé ainda vé todo dia
Quantos vocé ja ndo encontra mais...

Faca uma lista dos sonhos que tinha
Quantos vocé desistiu de sonhar!
Quantos amores jurados pra sempre
Quantos voCcé conseguiu preservar...

Onde vocé ainda se reconhece
Na foto passada ou no espelho de agora?
Hoje é do jeito que achou que seria
Quantos amigos vocé jogou fora?

Quantos mistérios que vocé sondava
Quantos vocé conseguiu entender?
Quantos segredos que vocé guardava
Hoje sédo bobos ninguém quer saber?

Quantas mentiras vocé condenava?
Quantas vocé teve que cometer?
Quantos defeitos sanados com o tempo
Eram o melhor que havia em vocé?

Quantas cancdes que vocé nao cantava
Hoje assobia pra sobreviver?
Quantas pessoas gue Vocé amava
Hoje acredita que amam vocé?

Oswaldo Montenegro
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RESUMO

Amburana cearensis € popularmente conhecida como “imburana” e cumaru e
rica em compostos fendlicos, sendo predominantemente encontrada em
regides de Caatinga do Nordeste Brasileiro. Este estudo avaliou a atividade
antimicrobiana do extrato de Amburana cearensis e a acado sobre a
biodistribuicdo do pertecnetato de sédio em camundongos. O extrato
cloroférmico obtido foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM). A atividade antibacteriana foi avaliada
pelo método de difusdo em Agar e a determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) avaliada em
microplacas. A toxicidade do extrato foi avaliada com camundongos suicos.
Para anélise da influéncia do extrato cloroformico de A. cearensis sobre a
biodistribuicdo do radiois6topo, os camungongos (n=6) foram divididos em trés
grupos que receberam: a) solugéo salina a 0,9%; b) dimetilsulfoxido (diluente
do extrato); c) extrato cloroformico da A. cearensis (400 mg/Kg) diariamente,
por trés dias, através de gavagem. Apos 24h da udltima administracdo, o
radioisétopo na forma de pertecnetato de sédio (Na**"TcO,) foi administrado
através da veia caudal dos animais. Os resultados mostraram que 0 composto
majoritario 4-metoxi-3-metilfenol (76, 7%) e compostos minoritarios tais como
tricicleno (3,9 %), a-pineno (1,0 %), B-pineno (2,2 %), acido 4-hidroxido
benzoico (3,1 %) também foram identificados no extrato. O extrato
cloroformico produziu halos inibitorios somente contra P. aeruginosa e B.
cereus. O extrato ndo apresentou toxicidade letal em dosagens que variaram
de 100 mg/kg a 1000 mg/kg, no intervalo de 24h. Mas a analise histopatoldgica
demonstrou esteatose no figado dos animais administrados com 1000 mg/Kg.
Também n&o houve alteracdo na porcentagem de captacéo do Na *™TcO, nos
orgaos de animais administrados com o extrato da planta (p > 0,05).

Palavras-chaves: A. cearensis; CG-MS; atividade antimicrobiana; Pertecnetato
de sodio.



ABSTRACT

Amburana cearensis (popular name: imburana and cumaru) is rich in phenolic
compounds and predominantly found in regions of Caatinga of Northeastern
Brazil. This study evaluated the antimicrobial activity of the extract A. cearensis
and its influence on the biodistribution of sodium pertechnetate in mice. The
chloroform extract obtained was analyzed by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC/MS). The antibacterial activity was evaluated by agar
diffusion method and the determination of minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) evaluated in microplates.
The toxicity of the extract was evaluated in Swiss mice. The chloroform extract
of A. cearensis were daily administered for three days by gavage for evaluation
of biodistribution of the radioisotope. Swiss mice (n=6) were divided into three
groups: a) saline 0.9%, b) dimethylsulfoxide (solvent extract), c) chloroform
extract of A. cearensis (400 mg / kg). Twenty four hours after treatments, the
radioisotope in the form of sodium pertechnetate (Na**"TcO,) was administered
through the tail vein of the animals. The results showed that the major
compound 4-methoxy-3-methylphenol (76, 7%), and trycyclene (3.9 %),o-
pinene (1.0 %), B-pinene (2.2 %), and 4-hydroxy benzoic acid (3.1 %) were
identified in the extract. The chloroform extract produced inhibitory zones
against P. aeruginosa and B. cereus. The extract did not show lethal toxicity at
dosages ranging from 100 mg/ kg to 1000 mg/ kg trough 24h. But the
histopathological analysis showed fatty liver of animals administered with 1000
mg/kg. No change in the percentage uptake of Na**"TcO, was observed in

organs from animals tested with the plant extract.

Key words: A. cearensis; CG-MS; antimicrobial activity; sodium pertechnetate.
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1.INTRODUCAO

As pesquisas voltadas para o estudo e avaliacdo de produtos naturais,
principalmente extraidos de plantas, vem sendo estimuladas h& décadas no
Brasil, visando descobrir novas moléculas bioativas (NASCIMENTO, 2000).
Muitas plantas do bioma Brasileiro e, particularmente, da caatinga nordestina,
tém sido popularmente utilizadas no tratamento de varias patologias, incluindo
infec¢cbes bacterianas (ALVES et al., 2000).

Amburana cearensis (Allemé&o) A.C. Smith € uma arvore de caule ereto
com até 20 metros de altura e pertencente a familia Fabaceae (LORENZI &
MATOS, 2008). A espécie é também conhecida como cerejeira e, devido a
gualidade de sua madeira, tém sido explorada na movelaria fina, esculturas e
marcenaria em geral, estando listada como espécie ameacada de extingcado
(IBAMA, 2012). E uma planta leguminosa conhecida no Nordeste brasileiro
como “umburana-de-cheiro”, “imburana-de-cheiro”, “cumaru” e “cumaru-do-
Ceard”, cumaré, cerejeira, cerejeira rajada (LORENZI & MATOS, 2008).

As cascas e sementes da A. cearensis tem extenso uso na medicina
popular, principalmente no tratamento de bronquite, asma, gripe e resfriado,
sendo utilizada na medicina popular na forma de cha fervido ou de banho com
0 cozimento das cascas (LORENZI & MATOS, 2008). Estudos relatam ainda o
emprego da casca do caule como analgésico e espasmolitico, e na forma de
banho, contra dores reumaticas (LEAL, 1995; MATOS, 2000). As sementes sao
utilizadas no alivio sintomatico da dor-de-dente (SILVEIRA, 2005). Braga
(1976) descreveu seu uso na forma de decocto e infuso como emenagogas e
para o tratamento de doencas reumaticas.

Quanto ao potencial antibiético de A. cearensis, destacam-se o0s
resultados obtidos com 6leos essenciais, alcaldides, cumarinas, entre outros
gue, em baixas concentracdes, exerceram inibicdo do crescimento de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (RECIO & RIOS, 1989). Tais resultados
apontam para a importancia da planta como fitoterapico, sendo que ja existem
alguns produtos comerciais cujo principio ativo principal € a cumarina.

Além da cumarina, outros compostos pouco explorados em relagdo as
suas atividades bioldgicas, tais como glicerideos dos acidos palmitico, linoleico,

oleico e esteérico, obtidos da semente da planta, tém sido pesquisados



(LORENZI & MATQOS, 2008). Recentemente, mais quatro compostos tém sido
revelados em A. cearensis, o acido p-hidroxibenzoico, aiapina, além dos
estereoisdbmeros (E) e (Z) do acido o-cumarico glicosilado também foram
identificados, demonstrando seu potencial como recurso natural rico em
substancias bioativas (CANUTO, 2010).

Considerando o amplo uso tradicional e comercial de A. cearensis como
antimicrobiano de afecc¢des respiratorias, ndo sdo relatados estudos que
avaliem a influéncia de seus extratos na Medicina Nuclear. Por exemplo, para
realizacdo de exames de cintilografias o radiofarmaco tecnécio-99m na forma
de pertecnetato de sodio, € administrado e se distribui pelos 6rgéos e tecidos
do paciente. Entretanto, alguns fatores podem alterar sua biodistribuicéo
normal, dentre eles o uso de medicamentos naturais e/ou sintéticos em
paralelo com tratamentos que envolvem radioterapia (BERNARDO-FILHO,
2005).

Assim, diante dos fatos acima, o presente estudo foi desenvolvido no
intuito de investigar o conhecimento sobre a composi¢cdo quimica da A.
cearensis, sua acao antimicrobiana contra patdégenos do trato respiratério e sua
acao sobre a biodistribuicio do pertecnetato de sodio em modelos

experimentais animais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS: CONHECIMENTO E TRADICAO

As primeiras civilizacbes da humanidade, tais como 0s mesopotamicos,
assirios e egipcios, ja utilizavam as plantas tradicionalmente para o tratamento
de vérias enfermidades, desde distirbios gastrointestinais a infeccdes
bacterianas com preparados de decoctos simples, infuso, chas e outras
formulacdes (HARBERSTEIN, 2005). Ja no século | a.C., Crateus, publicou a
primeira obra com ilustracbes sobre plantas medicinais, o “Rhizotomikon”.
Dioscorides, médico grego, no século | da era Cristd, enumerou, em seu
tratado, “De Matéria Médica”, mais de 500 plantas medicinais e seus usos.

No Brasil no século XVI, os primeiros registros sobre o uso de plantas

medicinais foram realizados por padres europeus da Companhia de Jesus,



chefiados por Nobrega, os quais chegaram com Tomé de Souza para
catequizar os indios. Foi assim produzida uma série de notificacfes fitologicas
pelo padre José de Anchieta e outros jesuitas, que formularam receitas
chamadas “Boticas dos Colégios”, a base de plantas, para o tratamento de
doencas. Esse documento estava incluido no Cédigo Farmacéutico Brasileiro
em meados do século XVIII (JORGE, 2012).

Ainda, a partir do conhecimento do habito alimentar de varias espécies
animais como, por exemplo, macacos e chimpanzés africanos que ingeriam
folhnas de Aspilia mossambicensis e A. pluriseta, foi possivel a pesquisa e
isolamento do metabdlito secundario tiarubrina-A, com efeito antibacteriano,
analgésico e antiinflamatério (RODRIGUEZ et AL., 1985). Neste sentido,
MILLS & BONE (2000) descreve que ha evidéncia de que as propriedades das
plantas medicinais ja eram utilizadas no periodo da pedra polida. Ainda, devido
ao uso das plantas pelos egipcios 4.000 A.C, destaca-se a utilidade terapéutica
do opio como sedativo e calmante, extraido de papoulas (Papaver ssp.) .

Nesse contexto, outros pioneiros do conhecimento das plantas
concluiram que se um vegetal € capaz de conduzir ao sono, sequencialmente
poderia também acalmar em doses terapéuticas menores (LORENZI &
MATOS, 2008). De maneira geral, sabemos atualmente que tais efeitos
biologicos se devem aos tipos de compostos quimicos presentes nos extratos
utilizados. Contudo, ressalta MORS (1982), as plantas nao produzem
fitoquimicos secundarios em funcdo da humanidade, mas possivelmente para
autopreservacdo, uma vez geralmente estdo relacionados a mecanismos de
defesa da planta contra patégenos e insetos. Diante disso, é imensuravel a
variedade de constituintes quimicos das plantas, a maioria ainda inexplorada
do ponto de vista etnofarmacolégico (TAIZ e ZEIGER, 2009).

A pesquisa bioquimica vegetal divide-se em dois segmentos: a) estudo
de metabdlitos primarios, tais como proteinas, carboidratos, lipideos, os quais
sdo condutores do desenvolvimento e manutencdo da fisiologia vegetal; b)
estudo de metabdlitos secundarios, tais como cumarinas, alcaldides, taninos,
flavonoides e outros, geralmente associados aos mecanismos de atracdo e
estimulo a polinizacdo por insetos, dispersdo de sementes e defesa contra
fungos, bactérias e agentes fisicos como radiacédo e evaporacdo (HARTMANN,
1996).



No século XIX, o Farmacéutico Ezequiel Corréa, foi o primeiro
desbravador no Brasil a identificar o alcal6ide “pereirina”, obtida da casca do
caule da planta Pau-pereira (Platycyamus regnellii), com efeito anti-maléarico
(SANTOS, 1854). Em meados dos anos de 1950, a “flavopereirina”, outro
alcaloide, foi identificado na planta (RAPOPORT e HUGES ,1958). A acéo de
Pau-pereira contra a malaria foi confirmada em laboratério por outros
pesquisadores com o extrato etandlico da casca do caule (CARVALHO, 1950;
CARRARA e MEIRELLES, 1996; ALMEIDA, 2007). Apesar disso, a doenca
ainda n&o possui cura nos dias atuais.

Ainda no século XIX, o Aleméo Karl Friedrick Von Martius (Médico e
naturalista), fez varias expedicdes pelo Brasil e elaborou uma coletdnea sobre
plantas medicinais utilizadas localmente por suas propriedades terapéuticas,
tendo catalogado aproximadamente 6.000 espécies e produzido 20.000
exsicatas (MARTIUS, 2012). O pesquisador esteve na Bahia, Pernambuco,
Piaui e Maranhéo, ficando ciente do valor terapéutico das plantas a partir do
conhecimento popular demonstrado pelo sertanejo no tratamento de
enfermidades (MARTIUS, 2012).

A nova tendéncia global de preocupacdo com a biodiversidade e as
ideias recentes de desenvolvimento sustentavel, trouxeram novos ares ao
estudo das plantas medicinais brasileiras e acabaram despertando novamente
o interesse geral pela fitoterapia (LORENZI; MATOS, 2008). Contudo, ha uma
crenca popular disseminada de que chas ou extratos de plantas medicinais, “se
nao fizerem bem, mal também néo fardo” (NASCIMENTO, 2003). Apesar do
acumulo de informacéo sobre o tema ao longo dos anos, o uso de fitoterapicos
sem comprovacao de eficacia aumenta as chances de intoxicacdes (PAULO;
ZANINI, 1988).

A ingestdo de extratos de plantas medicinais sem respaldo cientifico &
mais perigosa que a ingestdo de medicamentos alopéticos, considerando
inclusive o desconhecimento sobre possiveis interacdes medicamentosas.
Varios autores discutem a necessidade de se disseminar a ideia de que todo
fitopreparado empregado com fins terapéuticos de prevencdo, cura ou
diagndstico € um medicamento como outro qualquer. Isto implica entendé-lo
com um potencial intrinseco de causar dano a quem utiliza e a necessidade de

orientacao profissional para seu uso racional (NASCIMENTO, 2003).



No caso dos medicamentos homeopaticos derivados de plantas
medicinais, a critica cientifica afirma que ndo passam de placebos, dgua ou
alcool diluidos, uma vez que ndo se pode observar moléculas de substancias
medicamentosas em suas preparagdes farmacologicas. Os defensores da
homeopatia elaboram sua critica aos medicamentos alopéticos, associando-os
ao crescimento de doencas cronicas e alteracbes do sistema imunoldgico
(ALMEIDA, 1996). Ja os remédios a base de plantas conhecidos como
“florais”, possuem desenvolvimento e difusdo mais recente que a homeopatia,
tendo ganhado repercussao a partir da segunda metade da década de 1980.

Os florais foram desenvolvidos inicialmente na década de 1930, por
Edward Bach (1886-1936), médico inglés especializado em bacteriologia e
estudioso da homeopatia. Os remeédios florais agem supostamente sobre o0s
estados emocionais e mentais desequilibrados os quais, de acordo com Bach,
originam as doencas (BARNARD, 1979; BACH, 1990). Bach prop0s a utilizacéo
de 38 florais, e escreveu os fundamentos desta nova terapéutica, cuja
simplicidade e auséncia de efeitos toxicos possibilitam inclusive a
automedicacao (NASCIMENTO, 2003).

Apesar do numero de espécies de plantas ainda ndo estudadas da flora
mundial ser significativa, a quantidade usada para fins medicinais € exorbitante
(GOTTLIEB e STEFANELLO,1991). Diante da miscelanea de informacdes de
diversas fontes, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1998) definiu critérios
para a comercializacdo de fitoterapicos. Dentre tais critérios, as plantas
deveriam ter seu uso tradicional cientificamente comprovado e, no caso de
possuir mais de uma atividade terapéutica, tais principios ativos ou a sua
farmacodinamica devem ser conhecidos.

No Brasil, Souza et al. (2003) ja demonstrava preocupa¢do no controle
de qualidade das plantas medicinais e fitoterapicos, fundamental para garantir
sua aplicabilidade. Neste contexto, dentre os fitoterapicos comercializados em
Curitiba-PR, 10 amostras constituidas de Peumus boldus (boldo) veiculadas na
regido, foram desclassificadas por elevados grau de impurezas e baixa
concentracdo de principios ativos, pela Agéncia de Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BARBOSA et al., 2001).

Também, em 12 espécies de plantas analisadas em cinco mercados

publicos do Maranhdo, foi constatado mais de 80% de impurezas, umidade



além da recomendada, sendo que 82% estavam contaminadas por micro-
organismos (ZARONI et al., 2004). Em outro caso, dentre oito amostras de
Chamomilla recuttita (Camomila) coletadas em drogarias, farmacias e ervarios
de Curitiba, cinco delas apresentaram componentes biologicos, fisicos ou
microbiologicos improprios para o consumo (AMARAL et al., 2003).

Apesar dos problemas acima, o aumento na procura por tratamentos
alternativos para diferentes tipos de enfermidades, especialmente patologias
crdnicas, tem crescido muito na Ultima década atraindo a industria farmacéutica
(CALIXTO, 2005; NEWMANN e GRAGG, 2007). Atualmente, para a venda livre
de fitoterapicos ha legislacdo especifica, como a Lei n 11.105/2005, que
estabelece normas de seguranca e fiscalizagdo sobre a producéo, transporte,
armazenamento, consumo e outros (BRASIL, 2005).

O Ministério da Saude (BRASIL, 2006), estabeleceu a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e a Politica Nacional de
praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude,
visando garantir a populacéo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos, alertando para o uso sustentavel da
Biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional.

Dentre as diretrizes decretadas pela PNPMF para incluir os
fitomedicamentos na producéo e inovacao em saude, destacam-se:

1) Regulamentar o cultivo, 0 manejo sustentavel, a producéo, a distribuicao, e o
uso de plantas medicinais e fitoterapicos, considerando as experiéncias da
sociedade civil nas suas diferentes formas de organizacao;

2) Fomentar pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovacdo com base na
biodiversidade brasileira, abrangendo espécies vegetais nativas e exoticas
adaptadas, priorizando as necessidades epidemioldgicas da populacao;

3) Promover a interacdo entre o setor publico e a iniciativa privada,
universidades, centros de pesquisa e Organizacdes Nao Governamentais
(ONG) na area de plantas medicinais e desenvolvimento de fitoterapicos;

4) Garantir e promover a seguranca, a eficacia e a qualidade no acesso a
plantas medicinais e fitoterapicos;

Dessa forma, a Organizacdo Mundial da Saude reconheceu o PNPMF
do Ministério da Saude do Brasil e tem recomendado seu uso global nas

politicas referentes aos fitofarmacos. Finalmente, em sua estratégia, a OMS



recomenda a todos 0s paises 0 uso de recursos para a saude mais acessiveis,
com menos efeitos colaterais, mais econémicos, cientificamente identificados e

testados.

2.2 Amburana cearensis

2.2.1 Historico, descricdo botanica e distribuicdo geografica

Francisco Freire Cysneiro Allemao, Médico e botanico, quando transitou
o0 estado do Ceara entre 1859 a 1861, construiu uma coletanea de 15 géneros
e aproximadamente 45 espécies de plantas de varias familias, sendo que
Amburana cearensis (sin.Torresea cearensis) era relatada como planta
medicinal (MORAIS, 2005). Juntamente com seu sobrinho Manoel Freire,
Alleméo, procurou levantar plantas com potencial terapéutico e em posse do
conhecimento de seus usos farmacoldgicos, publicou varios artigos que
apresentaram pela primeira vez a espécie Amburana cearensis
(PEREIRA,1982).

Na regido Nordeste do Brasil, A. cearensis € uma espécie arborea que
geralmente chega até 20 m de altura na Zona da Mata, e 10 m na Caatinga
(Figural). Possui tronco encoberto por uma casca amarelo-pardacenta
espessa do tipo ritidoma esfoliativa, que se desloca em finas laminas ténue.
Folhas de 7-12 foliolos alternos ovados que varia de 2-3 cm de comprimento,
no aspecto ecoldgico compreendendo o periodo de floracdo no comeco da
estacdo seca, entre maio-julho e, a frutificagdo acontece em agosto a outubro.
As flores sdo brancacentas, pequenas e muito aromaticas. A vagem é
achatada e rugosa tardiamente deiscente, contendo uma semente distal e ala
proximal (LORENZI e MATTOS, 2008).

O comprimento da semente varia de 12,55 mm a 17,55 mm e a largura
de 8,35 mm a 11,50 mm, apresentando o hilo bem visivel, homécromo (sem a
camada pulverulenta do endocarpo), localizado lateralmente, proximo a base
da semente, numa regido mais escura e mais proeminente (CUNHA;
FERREIRA, 2003). Raramente h& duas sementes na porcao terminal

(FELICIANO,1989). De qualquer parte da planta, quando cortada, exala forte



cheiro caracteristico da cumarina, dai 0 nome conhecido na cultura popular, o

Cumaru do Ceara ou Cumaru de cheiro.

Figura 1. Amburana cearensis: A) visdo geral da arvore; B) coleta das cascas;

C) amostras das cascas; D) amostras de sementes.

Amburana cearensis € encontrada em diversas regidées na América do
Sul (Figura 2), com caracteristica de mata estacional, semi-decidual com
poucos afloramentos rochosos. Na Argentina e Paraguai € popularmente
conhecida como Palo trebol e Roble (LORENZI e MATTOS, 2002), sendo
encontrada também na Bolivia, Paraguai e Peru (LEITE,2005). No Brasil,
ocorre desde a regido de Sado Paulo, Amazonas, Rondbonia e Acre, nos estados
do Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, e na floresta

pluvial de Minas Gerais e Tocantins (PEREIRA et al., 2003; AGRA et al., 2005).
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Na regido Nordeste é encontrada principalmente no bioma Caatinga
(Savana-Estépica Graminea-Lenhosa), adaptada a longos periodos de seca
(LORENZI e MATTOS, 2008).
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Figura 2. Distribuicdo da Amburana cearensis na América do Sul

2.2.2 Uso na medicina popular

Recentemente, Silva et al. (2012) investigou diversas plantas medicinais
de 92 espécies do bioma Caatinga, utilizadas pela comunidade do povoado de
Lacos, municipio de Tanhagu-Bahia. Objetivando identificar o conhecimento
popular e suas respectivas finalidades de uso, 125 pessoas foram
entrevistadas, sendo que a segunda planta mais relatada foi A. cearensis
(28%), cujo uso era atribuido a cura dos sintomas de ma digestdo, diarréia,
colica intestinal, mordida de cobra e como cicatrizante. Nesses casos, as



cascas do caule, sementes e folhas eram preparadas por decocgéo, infusdo ou
maceragao.

J4 em Véarzea Comprida das Oliveiras, Pombal, Paraiba-PB, estudo
semelhante com 27 espécies diversas e 40 entrevistados, foi observado que A.
cearensis era utilizada como remédio caseiro para inflamacdes, problemas
respiratérios, tosse e gripe utilizando as sementes e casca do caule em suas
preparacdes por decoccgéo, infusdo ou maceracdao (ANDRADE et al., 2012).
Outra pesquisa com 40 idosos de 60 anos ou mais, foi evidenciado que 72%
utilizaram remédios caseiros a base de plantas a mais de 10 anos. Dentre as
32 espécies citadas, foi observado que a A. cearensis era usada para combater
enfermidades como disenteria, desconforto gastrico e inflamacdes, sendo
consumido neste caso chas das cascas do caule (JUNIOR et al., 2012).

Pesquisa efetuada com 27 entrevistados com idades entre 20 a 87 em
Quilombola da Barra Il, situada a 13 km do municipio do Chapéu do estado da
Bahia, visando conhecer os usos de plantas medicinais de 52 familias de
vegetais catalogadas nessa comunidade e as praticas terapéuticas tradicionais,
mostraram que A. cearensis era indicada para inflamacéo, estdmago e colica
menstrual, sendo utilizadas as cascas do caule, preparadas por infusdo e
decocto em forma de cha (SILVA et al., 2012).

Estudo realizado com 61 universitarios em Mossoro-RN, originarios de
outros estados como Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte
e Sao Paulo, dentre outros, demonstrou que os informantes adquiriram material
botanico com fins medicinais diretamente das arvores ou comprando no
comeércio local de sua regido. A. cearensis era utilizada contra diarreia por meio
do consumo de chéas, para desobstrucdo nasal por inalacdo e contra
inflamac6es com infusbes preparadas com as cascas do caule fervido
(PAULINO et al., 2011).

Outros estudos etnobotanicos sobre a planta sdo descritos na Tabela 1.



Tabela 1. Relatos do uso tradicional de A. cearensis em varias localidades do

Brasil.
Localidade Uso tradicional Parte da Forma de Referéncia
planta preparo Bibliografica
utilizada
Nossa Asma, cicatrizagéo N&o decoccao BIESKI et al.,
Senhora de feridas, informado 2012
Aparecida, | expectorante e tosse.
Cuiaba-MT
Juazeiro do | Sinusites, bronquite e | cascas do | chas, SOUZA,
Norte, CE gripes caule e maceracdo | 2011
sementes | e xarope
Teresina, Pl | Afeccdes cascas do | Nao CONCEICAO
pulmonares, sinusite, | caule informado et al., 2011
bronquite, tosse,
suspensao da
menstruacéo, asma e
dores reumaticas
Séao Miguel, | Gripes, inflamacdes cascas do | Infusdo FREITAS et
RN de garganta caule al., 2011
Laginha, Gripes, sinusite, N&o xaropes, ROQUE et
RN tonteiras, tosse, informado | maceracédo, | AL.,2010
prisdo de ventre, dor po e “balas
de cabeca, dores
musculares
Oeiras, PI Afeccbes como gripe | Nao Infusédo e OLIVEIRA et
e bronquite; mordida | informado | decocto AL.,2010
de cobra, febre
Regido do | Tosses, bronquites, | cascas do | decoctos e | MARQUES,
Cariri, PB gastrites, disturbios | caule 0 xarope | 2008
nervosos e dores de (lambedor)
cabeca
Petrolina/P | Gripe, presséo alta e | casca do | maceracdo | GOMES et
E e | problemas caule e cozimento | al., 2007
Juazeiro/BA | estomacais
Alto Paraiso | Ictericia, N&o chas e | SOUZA e
de Goias expectorante, figado, | informado | garrafadas | FELFILI,
vesicula e indigestao 2006
Caucaia, Asma, bronquite e | cascas do | Chas MORAIS et
CE tosse caule al. 2005.

Apesar dos varios relatos medicinais de A. cearensis, um estudo

realizado em Campina Grande, PB, associou o consumo de uma bebida



alcodlica artesanal, composta por 26 ervas das cascas do caule de plantas,
dentre elas o cumaru, diluidas em cachaca e adogcada com mel de rapadura,
com casos de intoxicacdo. A. cearensis foi associada com sintomas de
taquicardia, hipertensdo e hipotenséo arterial sisttmica (SANTOS e DANTAS,
2008). Dosagens excessivas da cumarina sdo conhecidas por paralisar o
coracdo e deprimir o centro respiratorio, sendo que em cascas mofadas a
cumarina é transformada em dicumarol, de onde pode advir a toxicidade da
planta (FIGUEREDO, 2005). A cumarina em doses elevadas também produz
lesdes hepéticas em cobaias (COHEN,1979).

Considerando a venda indiscriminada de preparacdes herbais, pesquisa
realizada com comerciantes de feiras populares na regido do Cariri, PB,
analisaram 70 espécies de plantas utilizadas por 12 participantes. Dentre
todas, A. cearensis se destacou com indicacbes para: gripes, tosses,
bronquites, tonico, anorexia, Ulcera externa, diarreia, asma e coqueluches,
doencas hepdticas, infec¢bes urinarias, inflamacdo ovariana e prostéatica
(AGRA et al.,2007). As formulagdes sugeridas incluiram chas ou decoctos com
as cascas do caule macerado e conservado em aguardente ou vinho branco.
Para cascas secas e sementes, 0 po triturado era indicado como “rapé” para
tratamento da sinusite. Na maceracdo dos frutos n"agua para infeccbes
urinarias, as posologias variavam entre dosagens de hora em hora ou dose
Gnica, ou ainda uma colher de sopa de 8 em 8 horas até a extincdo dos
sintomas (AGRA et al.,2007).

2.2.3 Relatos etnofarmacoldgicos

A confirmacdo de varias das atividades biolégicas atribuidas a A.
cearensis tem sido realizadas por meio de ensaios in vitro e in vivo. Testes
efetuados com extratos hidroalcodlicos das sementes da planta demonstraram
efeito analgésico em camundongos, em tratamentos administrados por via oral,
em animais inoculados com acido acético (0,6% v/v salina, 10 mi/kg) via
intraperitoneal (NOWACK et al., 2011). Na dose de 3000 mg/kg do extrato
também foi evidenciado o efeito antiinflamatério no modelo do edema de pata
do animal (NOWACK et al., 2011).



Pesquisa experimental utilizando as capsulas do extrato seco de A.
cearensis (CESAC), contendo amburosidio e cumarina e o isolado de um
metabodlico secundéario, a afrormosina, obtido do extrato etandlico,
demonstraram a atividade antiinflamatoéria (100-400 mg/kg por via oral) no
modelo do edema de pata com carragenina e peritonite induzida por
ovalbumina (LOPES, 2010). A afrormosina e ao CESAC foram também
atribuidas atividades antioxidantes. As atividades terapéuticas encontradas
nesse estudo, de acordo com o0s autores, confirma o uso de A. cearensis na
medicina caseira como antiinflamatério no tratamento da asma.

Pesquisa avaliando o0s possiveis efeitos de antinocicepcdo e
antiinflamatério do extrato etandlico das cascas do caule A. cearensis, mostrou
gue concentracdes de 100, 200, 400 e 800 mg/kg, administrados por via oral
em camundongos e ratos machos adultos, diminuiu as contor¢gdes abdominais
induzidas com acido acético a 0,85% v/v. O estudo conclui que o extrato da A.
cearensis tem propriedades benéficas no tratamento da dor e inflamacao
(QUINTAS-JUNIOR, 2009). Em testes de nocicepcéo induzida pela formalina e
carragenina em cobaias para promover o edema de pata, o extrato etandlico
das partes aéreas de A. cearensis germinada, de 7 e 9 meses, apresentaram
efeito antinociceptivo e antiedematogénica semelhante aquele descrito para os
extratos etanodlicos da casca do caule de plantas adultas (CANUTO,2007).

A analise dos efeitos farmacolégicos da cumarina no Sistema Nervoso
Central (SNC) e em disturbios de comportamentos em comparacdo com
ansioliticos, antidepressivos e sedativos em camundongos, mostrou efeitos
neuroquimicos no coértex pré-frontal e hipocampo nos grupos tratados com a
cumarina com 20 ou 40 mg/kg i.p ou diazepam 1 mg/kg i.p., relacionados a
sedacéo e acado ansiogénica (LUCETTI, 2010).

Estudo realizado avaliando o efeito depressor no SNC utilizando A.
cearensis com extrato bruto aquoso das cascas do caule em dose de 50, 100 e
500 mg/kg via i.p. ou oral em camundongos e ratos albinos machos, injetados
com tiopental, mostrou catatonia, analgesia, resposta ao toque diminuida,
perda do reflexo corneal, perda do tono muscular e da forca para agarrar. Foi
evidenciado que a A. cearensis na concentracdo de 100 mg/kg demonstrou
efeito depressor no SNC (OMENA, 2007).



Usando as cascas do caule para obtencdo do extrato etandlico do qual
foi isolado o amburosidio (AMB- glucosidio fendlico) e o isocampferidico (ICPF-
3metil flavonol), com doses de 50, 100 e 200mg/ml, testados em animais (ratos
e camundongos albinos) de ambos os sexos, e utilizando drogas indutoras de
inflamacédo como as aminas biogénicas (serotonina, histamina, dextrano,
carragenina e prostaglandinas), foi observado que o ICPF e o AMB possuem
propriedades antiedematogénicas havendo inibicdo do edema de pata e
prevencdo do aumento vascular e acumulo de células inflamatérias (LEAL,
2006). O AMB também teve efeito antioxidante e o ICPF e AMB acéo
miorrelaxante, neuroprotetora e broncodilatora. A farmacodianimica das drogas
utilizadas esteve possivelmente relacionada com o bloqueio na sintese dos
mediadores inflamatorios (LEAL, 2006).

A acdo antinociceptiva com extrato hidroalcodlico da A. cearensis
(EHAC) e a cumarina obtidas da casca do caule, administrado por via oral em
ensaio de contor¢gdes abdominais induzida pelo acido acético, por formalina ou
teste de placa quente, mostrou que o efeito antinociceptivo obtido com
cumarina se deu por mecanismos alheios a ativacdo de receptores opiodes.
Quando a nocicepcéo foi induzida pela carragenina no modelo do edema de
pata em cobaias, a antinocicepcdo e acao antiedematogénica possivelmente
ocorreram devido a liberacdo de substancias quimiotaticas na cascata
inflamatoria (LTB4 e IL-8 de macréfago) (LEAL et al., 1997).

Outro estudo realizado por CARVALHO (2009) analisou em um ensaio
randomizado do tipo duplo cego a eficacia do xarope de A. cearensis em 42
pacientes com asma. No hospital, os pacientes eram acompanhados por um
Pneumologista, sendo que 21 participantes ingeriram placebo e o outro grupo
utilizava o xarope composto por 0,15 mg/mL de cumarina. O resultado
encontrado demonstrou uma melhora na qualidade de vida dos asmaticos e
nao apresentou toxicidade.

Estudo avaliando a capacidade antimicrobiana de extratos etandlicos de
seis plantas nativas do bioma caatinga nos estados de Pernambuco e Babhia,
frente a 160 isolados de Staphylococcus ssp. de casos de mastite sub-clinica
em ovinos e caprinos leiteiros, demonstraram A. cearensis inibiu 88,1% dos
isolados (PEIXOTO e COSTA, 2009).



Estudo recente que avaliou o potencial terapéutico antimicrobiano de A.
cearensis com extrato etandlico das cascas do caule contra micro-organismos
Gram positivo e negativo, tais como: Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Klebsiella spp., Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Rhodococcus equi, Listeria spp., Corynebacterium spp.,
Aeromonas spp., Proteus spp., Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
epidermidis,  Staphylococcus intermedius, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus suis, Nocardia spp., Vibrio spp., Micrococcus spp.
Staphylococcus caprie, Edwadisiella spp., todos de interesse veterinario,
somente ndo exerceu acdo inibitéria contra Proteus spp., Nocardia spp., S.
caprae e S. agalactiae (VARGAS et al., 2011).

Por outro lado, extratos hidroalcodlicos das cascas do caule de varias
espécies de plantas, dentre elas A. cearensis, contra micro-organismos
isolados de hospitais, tais como: Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia spp, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp coagulase negativa, e quatro bactérias catalogadas na
American Type Culture Collection (ATCC), a saber: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhimurium,
demonstraram que apenas Staphylococcus epidermidis foi sensivel, com halo
de 13 mm nos testes de difusdo em agar (GONCALVES, 2007).

2.2.4 Fitoquimica de Amburana cearensis

A casca do caule é composta principalmente por cumarina que é
responsavel pelo odor caracteristico. Assim sendo, metabdlitos secundarios
sdo descritos na progénie do vegetal obtidos com extrato etandlico das cascas
do caule e sementes da espécie adulta, identificadas através de técnicas
cromatograficas (CANUTO e SILVEIRA, 2010). Ja foram descritas as
cumarinas (6-hidroxi-cumarina e protocatecuato de 6-cumarila); Acidos
fendlicos- acido vanilico e acido (E)-O-cumarico; Flavonoides- quercetina,
formononetina, e os biflavonéides amburanina A e B; Amburosidios-
amburosidio A, ferulato de 6-amburosila, protocatecuato de 6-amburosila,
galato de 6-amburosila, acetato de 6-amburosila, sinapato de 6-amburosila e
vanilato de 6-amburosila (CANUTO e SILVEIRA, 2010).



Ja na fase de crescimento, as sementes foram germinadas em cultivo
com partes aéreas e xilépodes, onde foi isolados com extratos etandlico
utilizando a técnica particdes liquido-liquido acompanhado por cromatografia
Sephadex e LH-20/gel de silica da fracdo diclorometano (Fpa-CH.Cl), a
cumarina, a aiapina, a amburanina B, o isocampferidio, o acido vanilico e o
acido (E)-O-cumarico glicosilado, obtidos da parte aérea da planta. Do
xilopode, cromatografia Sephadex LH-20 e CLAE (Cromatografia de alta
eficiéncia) do extrato etandlico (Fx-H,O), apresentou o acido p-hidroxi-
benzdico, o acido (Z)-O-cumarico glicosilado e o amburosidio B, dos quais a
aiapina e estereoisdbmero Z do &acido O-cumarico glicosilado s&o inéditos
identificados na fracdo hidrometandlica (Fx-H,0/MeOH) (CANUTO e SILVEIRA,
2010).

Em outro estudo, o isolamento de compostos do metabolismo
secundario no extrato hidroalcodlico das cascas do caule de A. cearensis,
através de cromatografia em gel resultou na identificagcdo de: cumarina,
diidrocumarina, escopoletina, 3,4-dimetil trans-3,4-dimetoxicinamato de metila;
cis-3,4-dimetoxi-cinamato de metila; 3-metoxi-4-hidroxi-cinamato de metila; 4-
hidroxi benzoato de metila; 3,4-dihidroxi benzoato de metila; 3-hidroxi-4-metoxi
benzoato de metila; catecol, guaiacol, a-etoxi-p-cresol; 4-hidroxi-
benzenemetanol; 4-metoximetilfenol; 2,3-dihidrobenzofurano, antraquinona
(crisofanol), triterpendides (lupeol; a,B-amirinas; escaleno), esterdides (B-
sitosterol; ergost-5-en-3b-ol; 24,26-dimetilcholesta-5,22-dein-3b-ol), compostos
alifaticos (palmitato de metila; palmitato de etila; n-undeceno; eicosanoato de
metila; 9(Z)-octadecenoato de metil; 9,17(Z)-octadecanodienal) (NEGRI et
AL.,2004).

Além disso, uma série de estudos com as cascas, sementes e outros de
A. cearensis tém evidenciado quimiotipos em diferentes regibes do Brasil,
como demonstrado na tabela 1.

Tabela 2. Fitoguimicos relatados em extratos de A. cearensis.

Parte Solvente Metabdlitos Método de Referéncia
Usada Secundarios Obtencéo
Cumarina e Cromatografia em
Casca do Etanol compostos Fendlicos gel silica LEAL,
Caule (Isocampferidio e shephadex LH - 2006
amburosidio A.) 20
Casca do Isofalvondide Cromatografia




Caule

Etanol (Afromorsina) liquida de alta LOPES,
eficiéncia (CLE) 2010
244 — Cromatografia em
Triidroxichalcona gel silica
(Isoliquiritigenin) (1), shephadex LH — | BANDEIRA
Resina Cloroférmico 2’4, diitroxi — 3’4’ - 20; etal., 2011
e Metanol metoxichalcona (2), | Espectrofotometria
7,8,3,4 — IV e RMN
Tetrametoxiisoflavona
Butanol e Flavonadides,
Sementes Solucéo protantocianidinas, Quantificagcao JUNIOR et
Hidroetandlica antocianidinas, espectofotométrica | al., 2011
carotenoides
Acido protocatecuico, | Cromatografia em
Aéreas e Etanol acido vanilico, gel de silica e CANUTO et
Xilopédios Cumarina HPLC al., 2008
Amburosidio A
Cromatografia em
gel silica;
Casca do Hexano e Cumarina Espectroscopica de | MARINHO
Caule Cloroférmico (1,2 - benzopirona) ressonancia et al., 2004
magnética nuclear
deHeC.
1 — Dodecanol; Acido
- 2 - etil — hexanico;
Madeira - | Hidroetandlica Dihidrocumarina; Espectrofotdmetro LEAO,
PO Cumarina (1,2 UV/Vis 2006
benzopirona)
Antocianinas, -Teste com
Casca do antocianidinas, solucao de FeCls;
Caule e Etanol flavonas, chalchonas, | Acidulacdo HCl e SOUZA,
Folhas Auronas, alcalinizacdo com 2011

leucoantocianidinas.

NaOH,

As estruturas quimicas de compostos identificados em A. cearensis,

estdo representadas na Figura 3.
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Figura 3. Estruturas quimicas de compostos identificados em A. cearensis.
Quercetina (1), isocampferideo (2), campferol (3), 4’- metoxi-fisetina (4),
cumarina (5), aiapina (6), acido 3,4-dihidroxi-benzdico (7) (acido
protocatecuico), acido vanilico (8), amburosideo A (9a), amburosideo B (9b)
biflavondides (10 e 11), 3,4-dihidroxi-benzoato de 6-cumarila (12) afrormosina
(13), uma mistura de pB-sitosterol e estigmasterol glicosilados (14 e 15),
sacarose (16). Das sementes foram isolados o acido o-cumarico (17), a 6-
hidroxicumarina (18), acido (E)-o-cumarico glicosilado (19), acido (Z)-o-
cumarico glicosilado (20), acido p-hidroxi-benzdico (21), derivado esterificado
do amburosideo (22), afrormosina (AFM) (23) (Fonte: CANUTO e SILVEIRA,
2010).

2.2.5 MEDICINA NUCLEAR

A Medicina Nuclear € uma especialidade médica com finalidade

diagnéstica e terapéutica, através de investigagdo com uso de radionuclideos



adicionados a outros compostos quimicos ou farmacos, constituindo
radiofarmacos, o0s quais sdo administrados in vivo e se distribuem em
determinados érgaos (BERNARDO-FILHO et al., 2005). Geralmente o farmaco
€ escolhido com base no érgdo que se acumula ou colabora na funcéo
fisiologica, enquanto que o radionuclidio é escolhido pelo tipo de energia,
radiacdo e tempo de decaimento. Estes sdo administrados principalmente
como drogas injetaveis, orais ou inalatérias, obedecendo a cascata da
farmacocinética (absor¢éo, distribuicdo, metabolizacdo e excre¢do) (OLIVEIRA
et al., 2006).

Nas aplicacbes diagndsticas, a distribuicdo do radiofarmaco em
humanos € identificada a partir de imagens bidimensionais (planares) ou
tomograficas, que possibilita que algumas enfermidades sejam diagnosticadas
antes do seu manifesto. Os procedimentos sdo de alta eficiéncia, de forma que
a maior ou menor captacdo dos compostos permite avaliar anormalidades em
estrutura dos oOrgéos e, ainda identificar a involugdo ou evolucdo de certas
patologias, com vantagem sobre técnicas radioldgicas que avaliam
externamente a absorcéo da radiacdo (OLIVEIRA et al.,2006; LEE et al.,2010).

Na medicina nuclear, a dose necessaria dos radiofarmacos € pequena
em relacdo aos exames de contraste que pode provocar toxicidade e
desencadear alergias. Outros meétodos diagnosticos, como Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), apesar de apresentarem melhor resolucdo, sao
menos especificas do que os métodos da medicina nuclear, que permite uma
melhor avaliacédo funcional. Os radiofarmacos sdo compostos radioativos sem
acao farmacoldgia, pois ndo mostram relacdo dose-resposta e nhessa
concepcao se diferenciam dos farmacos sintéticos tradicionais. Além de
aplicados em diagnéstico e terapia, sdo utilizados para radioesterilizacdo de
materiais médico hospitalares (LEE et al.,2010).

Ensaios de biodistribuicdo sdo essenciais para uma melhor
compreensao dos fatores que influenciam no resultado das imagens geradas
para fins diagndsticos utilizados na medicina nuclear. Tais fatores podem ser
decorrentes das atividades biologicas de produtos naturais e seus derivados
bioativos, drogas sintéticas ou semissintéticas, e também interacdes entre elas

(HOLANDA et al., 2008).



O radiois6topo mais utilizado para a preparacdo de radiofarmacos € o
%Tc (Tecnécio), tendo sido o primeiro elemento produzido artificialmente. O
Tecnécio é obtido com o decaimento radioativo do Molibdénio (**Mo) a
aproximadamente 90% dos &tomos, que desintegram apls emissdao de
radiacdo B-gama. No processo também é formado *°Ru (estavel), sendo que
nessa reacdo o Molibdénio forma com o Tecnécio um par radioativo em
equilibrio transiente, ja& que o tempo de meia-vida fisica do Molibdénio é de 66
horas e do Tecnécio é de 6 horas. Tais compostos sdo separados por eluicéo,
onde o material eluido constitui a substancia radiofarmacéutica e pode ser
utilizada diretamente em aplicacdes clinicas (SAHA, 2005).

O equilibrio Molidbénio/Tecnécio possibilitou a fabricacdo de um sistema
gerador de radionuclideo de *Mo-*"Tc. O gerador é um sistema fechado,
composto por uma coluna cromatogréfica de 6xido de aluminio (Al;O3), na qual
é depositada uma atividade conhecida de “Mo (Figura 4). Dentro deste
sistema, 0 ® Mo decai dando origem ao *°Tc que pode ser eluido com uma
solucdo de NaCl 0,9% e coletado na forma de pertecnetato de soédio
(Na**"TcO,), enquanto o **Mo permanece adsorvido & coluna de alumina
(SAHA,2005). Assim, o elemento **"Tc pode

ser facilmente disponibilizado no hospital ou
servico de Medicina Nuclear.

A distribuicdo, a fixacdo e a eliminacao
de radiofarmacos em um organismo dependem
de varios fatores, tais como o fluxo sanguineo,
0 metabolismo tecidual e a ligacdo aos
elementos sanguineos (HLADIK et al., 1987;
SAMPSON, 1996). Varios autores tém
demonstrado que a biodisponibilidade de
radiofarmacos pode ser modificada por
produtos naturais e sintéticos (OLIVEIRA et
al.,2000; SANTOS-FILHO et  al.,2004;
HOLANDA et al.,2009; CORREIA et al.,2010).




Figura 4. Gerador de *Mo-*Tc
produzido pelo IPEN-TEC/SP.

. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a agdo antimicrobiana do extrato cloroférmico de Amburana

cearensis e sua a¢ao sobre a biodistribuicdo do pertecnetato de sodio.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a composicao fitoquimica do extrato cloroformico da casca
do caule de A. cearensis;

Identificar o potencial antibacteriano do extrato cloroférmico da casca do
caule de A. cearensis;

Estabelecer a concentragcdo minima inibitoria e bactericida do 4-metoxi-
3-metilfenol, identificado no extrato cloroformico da casca do caule de A.
cearensis, contra isolados clinicos resistentes a antibidticos;

Avaliar a toxicidade do extrato cloroférmico da A. cearensis em
camundongos suicos;

Estudar o efeito do extrato cloroférmico de A. cearensis na
biodistribuicdo do pertecnetato de sodio;

Verificar o efeito do 4-metoxi-3-metilfenol na biodistribuicdo do

pertecnetato de soédio;
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ABSTRACT

Preparations made from Amburana cearensis (popular name: cumaru) are widely used
in folk medicine to treat respiratory infections. In the present study, the chloroform
extract of the stem bark of Amburana cearensis was chemically characterized and tested
for antibacterial activity. The extract was analyzed by gas chromatography and mass
spectrometry. The main compounds identified were 4-methoxy-3-methylphenol
(76.7%), triciclene (3.9%), a-pinene (1.0%), B-pinene (2.2%) and 4-hydroxy benzoic
acid (3.1%). Preliminary antibacterial tests through the agar-well diffusion assay
revealed that the extract was inhibitory against P. aeruginosa and B. cereus. The MIC
was evaluated in 96-well microplates at concentrations ranging from 6.7 to 6,900
pg/mL. The results showed that A. cearensis chloroform extract was not inhibitory or
bactericidal until the maximum concentration of 6,900 pg/ mL. An analogue of the
major compound 4-methoxy-3-methylphenol identified in plant extracts was purchased
commercially and also investigated. In this case, the analogue produced MICs ranging
from 215 to 431 pg/ mL, and was bactericidal (431 pg/ mL) against four strains of
carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae. We conclude that A. cearensis is a good
source of methoxy-methylphenol analogues, which could be screened for antibacterial

activity against multiresistant bacteria from different species.

Keywords: benzenoids; Klebsiella pneumoniae; multirresistant bacteria.
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Introduction

Preparations made from Amburana cearensis AC Smith (Fabaceae) are widely
used in folk medicine to treat nervous disorders, headaches, asthma, sinusitis,
bronchitis, flu and rheumatic pain (3, 6). The plant is known in Brazil’s northeast region
as “cumaru”, where the bark and seeds are commonly consumed as tea or infusion
preparations. The stem bark is rich in coumarin (1,2-benzopyrone), whose
pharmacological properties include anti-inflammatory, antinociceptive and
bronchodilator effects (9, 10, 11, 12).

Recently, four additional compounds, p-hydroxybenzoic acid, aiapin and two
stereoisomers of o-coumaric acid glycoside, were also identified, showing the plant’s
repertory of potential bioactive substances (5). The stem bark of A. cearensis is also
reported to contain antibacterial compounds active against Staphylococcus epidermidis,
S. aureus, Klebsiella spp., Salmonella spp., , Enterobacter aerogenes, Streptococcus
pyogenes, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa and Shigella flexneri (12, 24).
However, most studies have investigated plant’s ethanol extracts.

Hospital acquired-infections caused by gram-negative and facultative anaerobic

Klebsiella pneumoniae (Enterobacteriaceae) have increased in recent years (8, 28). The



risk in intensive care units is higher for carbapenemase-producing strains, which are
capable of hydrolyzing carbapenems, penicillins, cephalosporins and aztreonam (29). In
the present study, a chloroform extract of the stem bark of A. cearensis was analyzed by
gas chromatography coupled to mass spectrometry, and its antibacterial activity was

investigated against clinical isolates of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae.

Material and Methods

Collection and botanical identification

The stem bark of A. cearensis were collected in the city of Salgueiro,
Pernambuco (Latitude 08°04'27" South and longitude 39°07'09" West). The plant
identification was made by comparing the aerial parts with exsiccate samples (no.
46090) deposited in the collection of Vaconcelos Sobrinho Herbarium, Department of
Biology, Federal Rural University of Pernambuco, under the care of Dr. Suzene Izidio

da Silva.

Plant extract

Fresh plant material was collected and dried in oven at a temperature range of 45
°C to 50 °C for 48 h. The dried material was ground in a blade mill to obtain a fine
homogeneous powder. This material was weighed and extracted by maceration using
chloroform (P.A.) as solvent extractor in the ratio of 1:3 (w: v). The resulting mixture
remained for 48 hours under agitation every two hours, and then was filtered. The
extracts were concentrated in a rotary evaporator under reduced pressure at a
temperature of 45 °C for complete solvent removal. Stock solutions were prepared with
extracts using dimethyl sulfoxide (DMSO) as solvent (1000 mg/ mL), which were kept

in a refrigerator at -20 °C until use (21).

Analysis by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GS/ MS)



The plant extract was analyzed by GS/MS using a Varian 431-GC chromatograph
coupled to a Varian 220-MS mass spectrometer, equipped with a J & W Scientific DB5
fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 mm). The temperature of the
injector and detector was set at 260 °C with the furnace temperature programmed in a
range of 60-240 °C at 3 °C/ min. The mass spectra were obtained with a 70 eV electron
impact, 0.84 scan /sec m/z 40-550. The carrier gas used was helium at a flow rate of 1
mL/min. A solution of the chloroform extract (2 mg/mL) was prepared and 1.0 uL was
injected. The identification of the constituents and A. cearensis was performed by direct
comparison of the spectra with spectra stored in libraries and the NIST21, NIST107
equipment as well, with the spectra and retention times of authentic compounds for

comparison.

Micro-organism and growth conditions

Escherichia coli, Salmonella enterica Serotype Typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus belong to
the collection of the Laboratory of Microbiology and Immunology of Federal Rural
University of Pernambuco (UFRPE). Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae
strains were obtained from human clinical cases and kindly provided by Dr. Marcia
Moraes (University of Pernambuco). The bacteria were kept in the refrigerator at 8 °C

until use.
Agar-well diffusion assay

Preliminary antimicrobial assays with extracts were carried out by the agar-well
diffusion method (23). The bacterial species were cultured in the dishes (10° cells/ mL -

0.5 of the MacFarland standard) and the wells were topped up with 20 pL of extracts at



concentrations of 12.5, 25, 50 and 100 mg/mL (w/v) in DMSO. The results were
expressed as mean = SD of the growth inhibition zone in millimeters. Differences
between inhibition zones (mean + SD) produced by distinct dosages of the extract were
compared by the Student t-test or ANOVA with P < 0.05. All assays were performed in

duplicate.

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum

bactericidal concentration (MBC)

The MIC of the plant extract was determined by the microdilution method in 96-
well plates at concentrations ranging from 6.7 to 6,900 pg/mL (25). In addition, the
analogue 2-methoxy-4-methylphenol of the compound identified in plant extracts (4-
methoxy-3-methylphenol) was purchased commercially (Sigma) and also investigated.
The density of the bacterial suspension was adjusted to approximately 10 °> CFU/ml, and
the results were read after an incubation period of 24 hours at 37 °C. The MIC was the
lowest concentration causing inhibition of visible growth. In this case, aliquots of 0.1
mL were transferred to plates containing Mueller-Hinton agar. The minimum
bactericidal concentration (MBC) was considered the lowest concentration that resulted

in no growth after incubation for 24 h at 37 °C. All assays were performed in duplicate.

Results and Discussion

Plants are excellent sources of biologically active phytochemicals that also have
biodegradable properties (11). The GC/MS data showed a major peak at the retention
time of 7.8 min with relative concentration of 76.7% (Figure 1). The interpretation of
the mass spectra in comparison with spectra reported in the literature led to
identification of the benzenoid 4-methoxy-3-methylphenol. Other compounds included
triciclene (3.9%), a-pinene (1.0%), B-pinene (2.2%) and 4-hydroxy benzoic acid (3.1%).

The complete list of compounds identified in the plant extracts is reported in Table 1.



Although several compounds have been identified in the bark of A. cearensis,
such as trans -3,4-methyl dimetoxicinamato; cis -3,4-dimethoxy-methyl cinnamate; 3-
methoxy-4-hydroxy-methyl cinnamate; 4-hydroxy methyl benzoate; 3,4 - dihydroxy
methyl benzoate; 3-hydroxy-4-methoxy methyl benzoate; catechol; guaiacol; a-ethoxy-
p-cresol; benzenemetanol 4-hydroxy; 4-methoxy-methylphenol; 2,3-dihydrobenzofuran;
and anthraquinone (chrysophanol ), the predominance of coumarins is often reported
(18). In contrast, the compound 4-methoxy-3-methylphenol was prevalent in the
chloroform extract of A. cearensis.

The chemical composition of plant extracts varies in different geographic
regions, under the influence of seasonal and climatic conditions (1). The chemical
compounds commonly identified in extracts of A. cearensis also change according to
the type of solvent used, as shown in Table 2. Even though analogues of 4-methoxy-3-
methylphenol have been found in such plant species, we are not aware of studies with
isolated compounds tested as antimicrobials.

The agar-well diffusion assay revealed that the chloroform extract of A.
cearensis was inhibitory against P. aeruginosa and B. cereus (Table 3). P. aeruginosa is
responsible for different etiological processes in immunocompetent and
immunocompromised patients in hospitals whereas B. cereus is an opportunistic
pathogen (19, 26). However, the plant extract was not inhibitory or bactericidal at the
maximum concentration of 6,900 pug/ mL. On the other hand, the analogue 2-methoxy-
4-methylphenol showed broad spectrum activity against all bacteria tested (Table 4).
The minimum inhibitory concentration ranged from 215 to 431 pg/mL, and the
compound was bactericidal (431 pg/mL) against four strains of carbapenem-resistant

Klebsiella pneumoniae.



Carbapenems imipenem, meropenem and ertapenem are often used against
multiresistant pathogens as last therapeutic choices (22). However, the widespread use
of these drugs has caused the development of resistant bacteria among those from
indigenous microbiota, which reinforces the urgency for discovery of new drugs. Thus,
we have shown that A. cearensis is a good source of methoxy-methylphenol analogues,
which could be screened for antibacterial activity against multiresistant bacteria from
different species. Experiments to determine novel antimicrobial compounds in such

plant species are being conducted.
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Figure 1. Chromatogram of chloroform extract of the stem bark of A. cearensis.



Table 1. Chemical compounds present in chloroform extract of A. cearensis.

Compounds Retention time (min)  Relative%
Tricyclene 5.4 3.9
a-Pinene 6.6 1.0
B-Pinene 6.8 2.2
6,10-Dodecatrien-1-ol, 3,7,11-trimethyl 6.9 2.3
4-Methoxy-3-methylphenol 7.8 76.7
Cyclohexane 3-methyl-6-(1-methylethylidene) 7.9 0.3
1,3,8 p-Mentatrieno 8.1 0.5
2-Methyl-cis-3a, 4,7,7 a-tetraidroindane 8.3 2.6
4-Hydroxy benzoic acid 10.3 3.1
Longifolene 23.0 1.7
cis- Muurolo-4 (14) ,5-diene 26.9 3.2

Total 97.5




Table 2. Phytochemicals reported in extracts of A. cearensis.

Antibacterial

Part Used Solvent Secondary Metabolites activity Reference
Resin Methanol and Chalcone 2 ', 4,4' - trihydroxy Not reported (2)
chloroform (isoliquiritigenin) (1);
2',4', dihydroxy - 3", 4' —
methoxy (2),7,8,3", 4' -
tetramethoxy isoflavone
Aerial parts Ethanol Protocatechuic acid, vanillic Not reported 4)
and acid, coumarin, amburoside
Xylopodium
Stem Bark Ethanol Not reported Staphylococcus (7
epidermidis
Seeds Butanol and Flavonoids, proanthocyanidins, | Not reported 9)
hydroethanol anthocyanins, carotenoids
Stem Bark Ethanol Coumarin and phenolic Not reported (14)
compounds (isokaempferide and
amburoside)
Wood Hydroethanol 1 - Dodecanol; 2-ethyl-hexane | Not reported (15)
Powder acid; Dihydrocoumarin;




Coumarin (1.2 benzopyrone)

Stem Bark Ethanol Isoflavonoid (afromorsin) Not reported (16)
Hexane and Coumarin (1.2 - benzopyrone) | Not reported a7
Stem Bark | chloroform
Stem bark Ethanol Anthocyanins, anthocyanidins, | Not reported (18)
and leaves flavones, chalchones, aurones,
leucoanthocyanidins.
Stem bark Ethanol Not reported Cocci strains, (24)

enterobacteria,
nor-fermentig

bacteria

Table 3. Antibacterial activity of chloroform extract of the stem bark of A. cearensis.

Bacteria 100 50 25 12.5 Cim? CBM
(mg/ mL) (Mg/mL)
Growth inhibition zones in millimetres

Escherichia coli - - - - NT® NT
Salmonella Sor. Typhimurium - - - - NT NT
Pseudomonas aeruginosa 95+05 75%05 - - > 6900 -
Staphylococcus aureus - - - - NT NT
Listeria monocytogenes - - - - NT NT

Bacilus cereus 8000 7505 70+00 65%05 > 6900 -

& Minimum inhibitory concentration (CIM) and minimum bactericidal concentration (CBM);

® NT - Not tested.



Table 4. Minimum inhibitory concentration (CIM) and minimum bactericidal concentration

(CBM) of the analogue 2-methoxy-4-methylphenol.

2-methoxi-4-methylphenol Ciprofloxacin
Bacteria CIM CBM CIM CBM
(Hg/ mL)
Salmonella enterica Thyphimurium 215 431 <6,7 <6,7
Escherichia coli 215 431 <6,7 <6,7
Pseudomonas aeruginosa 431 > 6900 <6,7 <6,7
Bacillus cereus 431 3450 <6,7 107
Listeria monocytogenes 215 862 <6,7 <6,7
Staphylococcus aureus 215 862 <6,7 <6,7

Klebsiella pneumoniae KPC(+) 201 215 431 <6,7 <6,7




Klebsiella pneumoniae KPC(+) 199 215 431 <6,7 <6,7
Klebsiella pneumoniae KPC (+) 215 431 <6,7 215

Klebsiella pneumoniae KPC (+)278 215 431 <6,7 431
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate the biodistribution in mice treated with the extract of A. cearenses,
and with the 2-methoxy-4-methylphenol, an analogue of the major compound identified
in the plant extract.

Materials and methods: We conducted the acute toxicity test of the extract of A.

cearensis at concentrations up to 1000 mg/kg. For biodistribution, four groups were
created: group A (control, 0.9% saline), group B (dimethyl sulfoxide, solvent extract),
group C (400 mg/kg of chloroform extract of A. cearenses) and group D (10 mg/kg of 2
- methoxy-4-methylphenol). All groups were treated for three days and the
biodistribution was performed 24 hours after the end of treatment.

Results: The histopathology showed fatty livers in animals treated with 1000 mg/kg. In
the biodistribution, the extract did not alter the percentage of radioactivity per gram
(%ATI/g) of sodium pertechnetate in the organs, but in the animals treated with 2-
methoxy-4-methylphenol, the %ATI/g in the right and left kidneys were respectively,
35.2 (£ 2.5) and 35.1 (£ 1.6), while in the control group they were 23.2 (£ 3.1) and 21.4
(£ 5.1), with p <0.05.

Conclusions: The extract of the bark of A. cearenses demonstrated liver toxicity at 1000

mg/kg. 2-methoxy-4-methylphenol significantly increased Kidney uptake.



INTRODUCTION

Amburana cearensis is found in several regions of South America, and in the
state of Ceard, Brazil, Amburana cearensis A. C. Smith (Fabaceae) is popularly known
as “cumaru”, “amburana” or “amburana-de-cheiro”. Preparations from its trunk bark
and seeds are traditionally used for their antispasmodic, anti-inflammatory and
antitussive effects, and especially for the treatment of asthma (Lorenzi and Matos, 2008)

Several compounds have been isolated from the trunk bark of A. cearensis.
Coumarin (1,2 - benzopyrone) is one of the major compounds of A. cearensis. It has
many pharmacological properties described in the literature, including antioxidant
activity (Leal, 2011; Régo Junior et al., 2011).

The antioxidant characteristic of A. cearensis indicates that it may be a
radiomodifier, altering the metabolism and uptake of radiopharmaceuticals during
biodistribution, which can lead to diagnostic errors in nuclear medicine.

Nuclear medicine is a medical specialty for diagnostic and therapeutic purposes
that uses radiolabeled target-specific drugs, which are administered in vivo and are
distributed to certain organs (Bernardo-Filho et al., 2005). The radioisotope most widely
used for the preparation of radiopharmaceuticals is **Tc (technetium-99m). It was the
first artificially produced element, obtained from the radioactive decay of **Mo
(molybdenum-99) (Saha, 2005).

For diagnosis in nuclear medicine, a radiopharmaceutical is administered and
distributed to the patient’s organs and tissues. However, some factors can alter the
biodistribution pattern, including the use of natural medicines alone or together with
synthetic treatments involving radiation (Bernardo-Filho, 2005). Such compounds can

change the connections of the radiopharmaceutical to its receptors, an interaction that



can lead to hypo-or hyperabsorption in a particular organ, causing inaccurate diagnosis
or mistaken results, thus requiring the patient to repeat the tests, resulting in an
unnecessary additional radiation dose (Holanda et al., 2006).

The present study aimed to evaluate the ability of the extract of Amburana
cearensis and 2-methoxy-4-methylphenol, an analogue of the major compound
identified in the plant extract (4-methoxy-2-methylphenol), to alter the uptake of

technetium-99m in biodistribution tests with mice.

MATERIAL AND METHODS

Experimental animals

Swiss albino mice of both sexes (35-45¢g), obtained from the vivarium of the
Keizo Asami Immunopathology Laboratory (LIKA) of Pernambuco Federal University
(UFPE), received food and water ad libitum, and were kept at room temperature (22
°C), with a photoperiod of 12h light and 12h dark. The trials were approved by the
ethics committee of the Center for Biological Sciences of Pernambuco Federal
University (Protocol 437/2012), which adheres strictly to Brazilian law and the
international rules established by the National Institute of Health Care Guide for and

Use of Laboratory Animals related to animal experimentation.

Botanical material

The stem bark of A. cearensis was collected in the municipality of Salgueiro,
Pernambuco, located in the states central region (latitude 08°04'27" South and longitude
39° 07'09" West), at an altitude of 420 meters, where the surrounding vegetation

consists of mainly of shrubs (caatinga). The plant identification was carried out by Dr.



Suzene lzidio da Silva (Biology Department, Pernambuco Federal Rural University -
UFRPE), by comparison with a voucher specimen of this species (no. 46090) deposited

in the collection of that university’s Vaconcelos Sobrinho Herbarium.

Plant extract

Extracts of the stem bark of A. cearensis were obtained in the Echochemistry
and Organic Synthesis Laboratory of the Molecular Sciences Department of UFRPE,
under the supervision of Dr. Clécio Souza Ramos, according to a previously established
protocol (Ramos, 2006). Fresh plant material was collected and dried in an oven at a
temperature range of 45 °C to 50 °C for 48 h. The dried material was ground in a blade
mill to obtain a fine homogeneous powder. This material was weighed and extracted by
maceration using chloroform (P.A.) as solvent extractor in the ratio of 1:3 (w:v). The
resulting mixture remained for 48 hours under agitation every two hours, and then was
filtered. The extracts were concentrated in a rotary evaporator under reduced pressure at
a temperature of 45 °C for complete solvent removal. Stock solutions were prepared
with extracts using dimethyl sulfoxide (DMSO) as solvent (1000 mg/ mL), which were

kept in a refrigerator at -20 °C until use (Ramos, 2006).

4-methoxy-2-methylphenol

The phytochemical analysis of the chloroform extract of A. cearensis was
performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GS/MS) using a
Varian 431-GC chromatograph coupled to a Varian 220-MS mass spectrometer,
equipped with a J & W Scientific DB5 fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm X

0.25 mm). The analogue of the major compound identified in plant extract (4-methoxy-



2-methylphenol) was obtained commercially (Sigma) and used in experiments to assess

the biodistribution of sodium pertechnetate.

Acute toxicity test

The toxicity of the chloroform extract of A. cearensis was evaluated in male
Swiss mice of approximately 35 g. An aliquot of the extract dissolved in DMSO was
diluted in 3% Tween 80 (v/v in saline phosphate) to produce concentrations of 100, 225,
300, 375, 500 and 1000 mg/Kg. Then, 0.2 mL was administered intraperitoneally to the
mice (n = 6/group/dose). The control group (n=6) received only 3% DMSO + Tween.
At the end of the experiments, the animals were euthanized with isoflurane (Halocarbon

Laboratories, USA) and subjected to histopathological examination.

Histopathology

To obtain material for histological study, thoraco-laparotomy was performed and
perfusion via the left cardiac ventricle with 0.9% saturated sodium chloride, and once
with 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH 7.4). After perfusion, small
fragments (1cm x 1cm x 1cm) of the liver, spleen and kidneys were immersed in the
same fixative overnight at 4 °C. After this period, the samples were processed routinely
for inclusion in Paraplast (Paraplast Plus, Sigma-Aldrich). The sections (5um thick)
were produced with a Spencer microtome and stained with hematoxylin and eosin in the
Quantitative Cytology and Histology Laboratory of the Department of Pharmaceutical
Sciences, under the supervision of Dr. Diogenes Luiz da Mota). A trinocular light
microscope (Olympus BX-41®) fitted with a Sony camera connected to a computer was

used for analysis and documentation.



Assay of biodistribution of sodium pertechnetate

The animals were divided into four groups (n = 6) and treated orally (gavage) for
three consecutive days: group A (control, 0.9% saline), group B (dimethyl sulfoxide,
solvent extract), group C (400 mg/kg of chloroform extract of A. cearensis) and group
D (10 mg/kg of 2-methoxy-4-methylphenol). The sodium pertechnetate (Na**"TcO,)
was obtained from the generator Mo/ Tc from Hospital das Clinicas de Pernambuco,
produced in the radiopharmacy center of the Institute for Energy and Nuclear Research
(IPEN/CNEN) of Sdo Paulo, Brazil. Twenty-four hours after the end of treatment, the
radioisotope was given (0.37 MBq or 10 pCi) in a volume of 50uL intravenously
through the tail vein. After 30 minutes, the animals were euthanized with inhaled
isoflurane and blood was collected by cardiac puncture. The lungs, liver and kidneys
were washed with 0.9% saline and weighed on a precision balance. The quantitative
determination of radiation was performed with a Canberra Packard Cobra Il gamma
counter at the Endocrinology and Metabolism Laboratory of the Department of
Physiology and Pharmacology of UFPE, to obtain the counts per minute (cpm) of
radioactivity. The radioactivity present in each organ was converted to percentage of

radioactivity per gram (%ATI/g) in the organs.

Statistical analysis
The values presented are the mean * standard deviation of the samples studied
and p was calculated by the Kruskal-Wallis test, with p<0.05% accepted as statistically

significant.

RESULTS AND DISCUSSION



The biodistribution of radiopharmaceuticals in diagnostic procedures can be
identified by single-photon emission computed tomography (SPECT) or positron
emission tomography (PET). Thus, according to the degree of uptake of the compounds,
it is possible to evaluate abnormalities in organ structure and identify the regression or
progression of certain pathologies (Oliveira et al., 2006; Lee et al., 2010). Extracts of A.
cearensis are widely marketed as herbal medicines for the treatment of respiratory
diseases, especially in northeastern Brazil (Leal et al., 2009). This study was performed
due to the lack of data in the literature on the influence of these extracts on the results of
diagnostic imaging examinations that use radiopharmaceuticals.

Initially, toxicity tests with the extract of A. cearensis showed no lethality at the
doses administered. Also, histological analysis of the liver of control animals revealed
no significant changes in both the parenchyma and stroma, which showed lobules with
preserved morphology. The hepatocytes exhibited characteristic cytoplasm and nucleus
and were displayed in a cordon, interspersed with sinusoidal capillaries (Figure 1A).
Regarding the portal spaces, they also presented their normal structural elements -
interlobular portal triad with normal pattern (data not shown). The animals in the groups
treated with the chloroform extract of A. cearensis showed significant changes in the
liver parenchyma it the dose of 1000mg/kg. There were no areas with steatosis and
vascular congestion in the center-lobular and interlobular veins (Figure 1B). The
kidneys and spleen of both the control and experimental animals at the concentrations
tested showed histological structures in accordance with the normal patterns (Figures
1C and 1D).

Dinz et al. (1998) found that coumarin, the main bioactive compound extracted
from the stem bark of the plant, showed LDso of 300 mg/kg (ip) in mice. In turn, Leal et

al. (2003) reported that the alcoholic extract at a dose of 500 mg/kg (oral), given 30 to



50 days in Wistar rats, showed no teratogenic effect, and further indicated that the LDsg
of hydroalcoholic extract given orally was 1790 + 120.0 mg/kg, showing no significant
toxic effect on the sub-chronic and chronic evaluation. In another study, volunteers who
consumed cumaru syrup at a daily dose of 20 mL for 30 consecutive days showed no
change in clinical and laboratory parameters (Leal, 2006). However, Carvalho (2009)
reported that this same syrup increases the blood concentration of aspartate
aminotransferase (AST), but not alanine aminotransferase (ALT). Despite the absence
of published data on the toxicity of chloroform extracts of A. cearensis, it has been
concluded that dosages up to 500 mg/kg had no significant risk of toxicity. Thus, the
concentration established for testing the biodistribution of sodium pertechnetate in this
study was 400 mg/kg.

The results showed that the chloroform extract of A. cearensis (group C) did not
significantly alter the percentage of radioactivity per gram (%ATI/g) of sodium
pertechnetate in the organs studied, compared to the control (group A), although
apparently there was a slight but not significant (p> 0.05) reduction in right lung, left
and right kidneys and blood (Table 1). Administration of 2-methoxy-4-methylphenol
(group D) changed the %ATI/g only in the left and right kidneys, with p <0.0105 and p
<0.0361, respectively (Table 2). The percentages in the right and left lungs, liver and
blood did not change between groups (Table 2).

Due to a slight reduction was not significant (p> 0.05) in %ATI/g occurred in
organs (right and left lungs, right kidney and blood) of the animals treated with the
extract of A. cearensis (group C), and the biased non-significant increase (p> 0.05) in
the organs (right and left kidneys, and blood) of those treated with 2-methoxy-4-
methylphenol (group D) compared to control (group A), we observed that 2-methoxy-4-

methylphenol (group D) significantly increased the % ATI/g in the right kidney (p



<0.0047), left kidney (p <0.0235) and blood (p <0.0469) compared with treated with the
extract of A. cearensis (group C). There was no significant change (p> 0.05) between
the two groups for the right and left lungs and liver (Table 3). Also, the diluent (DMSO)
did not affect the biodistribution of the extract of A. cearensis or 2-methoxy-4-
methylphenol, since the results were equivalent to those observed in the control (group
A) for all organs (p> 0.05) (Table 4).

Some studies have shown that extracts of medicinal plants and their secondary
metabolites can interfere with the biodistribution of sodium pertechnetate (Diniz et al.,
2008; Moreno et al., 2008; Rebello et al, 2008; Souza et al., 2011; Santos-Filho et al.,
2012). For example, the hydroalcoholic extract of Artemisia vulgaris, used in folk
medicine for the treatment of dyspepsia, asthenia, menstrual disorders and epilepsy,
increases the radioisotope uptake in the kidneys and liver (Silva et al., 2008). The
aqueous extract of Aloe vera, used as a healing agent in the treatment of gastrointestinal
and urinary tract infections, caused a significant increase in the uptake in the blood and
kidneys (Holland et al., 2009). The aqueous extract of Coriandrum sativum (coriander)
also resulted in significant change in uptake in plasma and erythrocytes (Frederick et al.,
2012). However, studies with A. cearensis to evaluate biodistribution have not been
previously described in the literature.

The use of medicinal plants has increased worldwide, generating the possibility
of complications to human and animal health (Gonzélez-Stuart, 2011). These side
effects should be evaluated particularly in popular natural products with claimed
indications for various illnesses. In vivo tests need to be conducted with experimental
models both with these products and with single compounds contained in them
(Sulaiman et al., 2008). This will also produce better knowledge of the physical

parameters of the extract in question, such as absorption spectra, electrical conductivity



(Carmo et al., 2011) and pH (Ameh et al., 2010). Recently, we demonstrated the
antimicrobial potential of 2-methoxy-4-methylphenol against strains of carbapenemase-
producing Klebsiella peneumoniae (data accepted for publication in the Brazilian
Journal of Microbiology). However, the results of this study show that although the
extract of A. cearensis has no effect on the biodistribution of the radioisotope sodium
pertechnetate, the compound 2-methoxy-4-methylphenol, the main analogue compound
identified in the plant extract, can interact with tissue/organ structures and influence the

outcome of diagnostic nuclear medicine.
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Figure 1. Micrographs of organs of Swiss mice treated with chloroform extract
of A. cearennsis. A) Central lobular vein (CV), hepatocytes arranged in cords, as
histological pattern, and sinusoids (arrow). HE, bar = 100um, B) Hepatocytes
exhibiting steatosis. A central vein (V) is slightly congested with blood. HE, bar
= 50um; C) Kidneys, spinal region with tubules showing the structure preserved.
HE, bar = 100um, D) Spleen with lymph nodes (N) in the white pulp and red
pulp with trabeculae (arrows). HE, Bar = 100um.

Table 1 - Comparison of the control group treated with 0.9% saline (group A) and the

group treated with the extract of A. cearensis (group C).

%ATI/g

(group A) (group C) p-value
Organ
Control Saline 0.9% Extract of A.

cearensis
Right lung 31.7+£29 24.1+5.0 >0.05
Left lung 32.7+5.0 27.9+5.2 >0.05
Liver 309%15 33.8%45 >0.05
Right kidney 232131 20.1 £ 3.7 >0.05
Left kidney 21451 239204 >0.05
Blood 61.5+£35 56.3+34 >0.05

The values presented are the mean * standard deviation (n = 6) and p calculated by the

Kruskal-Wallis test. *p<0.05.



Table 2 - Comparison of the control group treated with 0.9% saline (group A) and the

group treated with 2-methoxy-4-methylphenol (group D).

%ATI/g
Organ (group A) (group D) p-value
Control — 0.9% Saline 2-methoxy-4-methylphenol

Right lung 31.7+29 334+54 >0.05

Left lung 32.7+50 35.3+54 >0.05

Liver 309+15 35.8%15 >0.05
Right kidney 23.2+31 35.2+25 <0.0361*
Left kidney 214 %51 35.1+16 <0.0105*

Blood 61.5+3.5 66.1+4.1 >0.05

The values presented are the mean * standard deviation (n = 6) and p calculated by the

Kruskal-Wallis test. *p<0.05.



Table 3 — Comparison of group treated with the extract of A. cearensis (group C) and

with 2-methoxy-4-methylphenol (group D).

%ATI/g
(group C) (group D) p-value
Organ
Extract of A. 2-methoxy-4-methylphenol
cearensis
Right lung 24.1+50 334+54 >0.05
Left lung 279+5.2 35.3+54 >0.05
Liver 33.8%45 35.8%15 >0.05
Right kidney 20.1+£3.7 35.2+25 <0.0047*
Left kidney 23.9+04 35.1+1.6 <0.0235*
Blood 56.3+34 66.1+4.1 <0.0499*

The values presented are the mean * standard deviation (n = 6) and p calculated by the

Kruskal-Wallis test. *p<0.05.



Table 4 — Comparison of the control group treated with 0.9% saline (group A) and the

group treated with DMSO (group B).

%ATI/g
Organ (group A) (group B) p-value
Control — 0.9% Saline DMSO

Right lung 31.7+£29 28.3+4.1 >0.05
Left lung 32.7+5.0 35.7+£6.0 >0.05
Liver 309+15 345+6.1 >0.05
Right kidney 23.2+31 243+1.3 >0.05
Left kidney 21.4+5.1 23.7+26 >0.05
Blood 61.5+35 59.8+8.7 >0.05

Kruskal-Wallis test. *p<0.05.

The values presented are the mean * standard deviation (n = 6) and p calculated by the






