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RESUMO

A busca por agentes anticancer, antiinflamatorios e analgésicos com poucos efeitos colaterais é
um dos maiores desafios na pesquisa moderna, e cada vez mais esta relacionada aos usos
etnomédicos de plantas e outros produtos naturais. Caesalpinia ferrea é uma éarvore largamente
distribuida no Brasil e usada popularmente para muitos fins, inclusive na prevengéo do cancer e
no tratamento da inflamagdo e da dor. O objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades
citotoxica, antitumoral, antiinflamatéria e analgésica do extrato bruto aquoso (CE) e de uma
fracdo (F80) da vagem de C. ferrea, utilizando as linhagens celulares NCI-H292 e HEp-2 e, em
camundongos, o tumor solido Sarcoma-180, peritonite induzida por carragenina e contorcdes
abdominais induzidas por &cido acético. Os resultados das atividades citotdxica e antitumoral
revelaram que apenas F80 inibiu o crescimento das células NCI-H292 (25,6%; 14,3% e 7,8%,
nas concentragdes 50; 25; e 12,5 ug/mL, respectivamente); e que a redugdo no peso do tumor
Sarcoma-180 promovida por F80 néo foi significativa (8,68%, 100 mg/kg peso corporal). CE e
F80 néo reduziram o crescimento das células HEp-2. A LDs, para ambos os preparados ficou
estabelecida em 2500 mg/kg peso corporal. Os dados obtidos da atividade antiinflamatéria
revelaram que CE e F80 (100 mg/kg) apresentam efeito antiinflamatério significativo,
evidenciado pela reducdo (40,9% e 38,2%, respectivamente) do nimero de leucocitos no
exsudato inflamat6rio. Ambos os preparados provocaram um decréscimo no contetido de nitrito;
enquanto CE reduziu-o a um nivel minimo, abaixo dos obtidos com as drogas padréo piroxicam
e dexametasona, F80 apresentou resultado similar a estas. Com relacdo a atividade analgésica,
CE e F80 (100 mg/kg) reduziram em 56,60% e 72,72%, respectivamente, o nimero de
contorcdes induzidas por &cido acético. Em conclusdo, CE e F80 ndo apresentam atividades
citotoxica e antitumoral significativas contra as células e o tumor testados; porém, a baixa
toxicidade permite seu uso com certa seguran¢a em outras situacdes. Contudo, possuem
atividades antiinflamatdria e analgésica, corroborando a base farmacoldgica do uso etnomédico

de C. ferrea.

Palavras-chave: Caesalpinia ferrea; Citotoxicidade; LDso; Atividade antitumoral; Atividade

antiinflamatoria; Oxido nitrico; Atividade analgésica



ABSTRACT

The search for anticancer, antiinflammatory and analgesic agents with few side effects is one of
the biggest challenges in the modern research, and more and more is related to the ethnomedical
uses of plants and other natural products. Caesalpinia ferrea is a tree largely distributed in Brazil
and used popularly for many purposes, including cancer prevention, inflammation and pain
treatment. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic, antitumor, antiinflammatory and
analgesic effects of the crude aqueous extract (CE) and a fraction (F80) of C. ferrea pod, using
NCI-H292 and HEp-2 cell lines, and, in mice, the solid tumor Sarcoma-180, carrageenan-
induced peritonitis and acetic acid-induced writhing response. Results from cytotoxic and
antitumor activities revealed that only F80 inhibited NCI-H292 cell growth (25.6%; 14.3% and
7.8%, at 50; 25; and 12.5 ug/mL, respectively); and the Sarcoma-180 tumor weight reduction
promoted by F80 was not significative (8.68%, at 100 mg/kg body weight). CE and F80 did not
reduce HEp-2 cell line growth. LDs, for both preparations was determined as 2500 mg/kg body
weight. Data obtained from antiinflammatory test revealed that CE and F80 (100 mg/kg body
weight) showed significant antiinflamatory activity, evidenced by the reduction (40.9% and
38.2%, respectively) of leukocyte number in the inflammatory exsudate. Both preparations tested
provoked a decrease in the nitrite level; while CE reduced it to a minimum level, smaller than
those obtained from standard drugs piroxicam and dexamethasone, F80 presented a result similar
to these ones. In regard to analgesic activity, CE and F80 (100 mg/kg body weight) caused an
inhibition at the rate of 56.60% and 72.72%, respectively, on the number of writhes induced by
acetic acid. In conclusion, CE and F80 have no significant cytotoxic and antitumor activities over
cell lines and solid tumor tested; otherwise, their low toxicity allows the use of CE and F80 with
a certain safety in other situations. Although, both preparations present antiinflammatory and

analgesic activities, corroborating the pharmacological basis of C. ferrea ethnomedical use.

Keywords: Caesalpinia ferrea; Cytotoxicity; LDsp; Antitumor activity; Antiinflammatory

activity; Nitric oxide; Analgesic activity



1 INTRODUCAO
1.1 O cancer como uma doenga genética

A renovacdo dos tecidos requer um controle complexo que coordene o comportamento da
célula com as necessidades do organismo como um todo. Obviamente, em um organismo complexo,
ndo ha dano se uma Unica célula apresentar um comportamento anormal. Mas um descontrole
potencialmente devastador pode ocorrer quando uma Unica célula sofre alteracdes genéticas que lhe
permitem sobreviver e se multiplicar quando ndo deveria, produzindo células-filhas também
anbmalas. A organizagdo dos tecidos, e eventualmente do organismo, pode, entdo, tornar-se alterada
pela expansdo de um clone de células anormais. E esta catastrofe que acontece no cancer, a segunda
causa mais comum de mortalidade em humanos na maioria dos paises desenvolvidos (ALBERTS et
al., 1999; SCHREIBER, 1999; STEVENS; LOWE, 2002; RANG et al., 2004).

Segundo Mendelsohn (1995) os termos cancer, neoplasia e processo maligno sdo
geralmente utilizados como sinbnimos, tanto na literatura técnica quanto na popular.

O céncer € uma doenca genética que pode ocorrer em todos os tipos de tecido do organismo.
E conseqiiéncia de uma mudanca patoldgica na informagéo contida no DNA. Tem origem a partir
de mutacBes que alteram a expressdo de genes codificadores de proteinas comprometidas com o
controle da proliferacdo e da diferenciagdo celular ou, ainda, envolvidas nos mecanismos de reparo
do DNA. Em conseqiiéncia dessas alteragBes — atualmente reconhecidas como marcas comuns de
todos os tipos de cancer, como por exemplo, mutagdes no gene p53 — as células adquirem vantagens
proliferativas sobre as suas congéneres normais, formando tumores, invadindo tecidos
circunvizinhos e podendo propagar-se a distancia (ALBERTS et al., 1999; CERQUEIRA, 2000;
KLUG; CUMMINGS, 2002; THOMAS, 2003).

Embora frequentemente visto como uma doenga Unica, o cancer é na verdade um complexo
grupo de doencas. Pode ser encontrado em muitas formas, incluindo formagdes em tecidos sélidos e
tumores de células isoladas (leucemias e linfomas) (CERQUEIRA, 2000; DESCH, 2002; KLUG;
CUMMINGS, 2002; THOMAS, 2003).

Fatores especificos incluindo dieta, radiacdo ionizante, agentes quimicos e fisicos e alguns
virus (como o de Epstein-Barr, o da hepatite B, e os papilomavirus humanos 16 e 18) — conhecidos
como carcindgenos, ou seja, agentes causadores de cancer — também desempenham um papel nas
alteracBes genéticas causadoras de cancer, estimando-se que 80% dos canceres em humanos surgem
desse modo (VOET; VOET, 1999; FERNANDES JUNIOR, 2000; DESCH, 2002; KLUG;
CUMMINGS, 2002).

Na maioria dos casos de cancer, as mutaces sdo somaticas, ou seja, surgem em células
individuais dispersas no corpo ja desenvolvido, e ndo sdo passadas para as gerac@es futuras atraves
das células germinativas, das quais derivam todas as outras células de um organismo multicelular.

Contudo, em cerca de 1% dos casos, muta¢Bes da linhagem germinativa de varios genes sdo
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transmitidas a progénie e causam susceptibilidade ao cancer (ALBERTS et al., 1999; CALLERY;
GANNETT, 2002; KLUG; CUMMINGS, 2002).

Ocasionalmente, entdo, sdo encontrados individuos que herdaram mutagBes em sua
linhagem germinativa em um gene supressor de tumor (genes de antiproliferacdo presentes na
celula normal, que codificam proteinas auxiliares na aplica¢do dos “freios” que suspendem o ciclo
celular em pontos de checagem) ou em um oncogene (gene responsavel pela transformacdo de uma
célula normal em cancerosa; tipicamente, uma forma mutante de um gene normal — proto-oncogene
— que codifica produtos protéicos reguladores do crescimento, da divisdo e da adesdo celulares).
Para os portadores dessas modificacbes genéticas, o numero de mutacGes adicionais para o
desenvolvimento do cAncer é menor, e a doenca ocorre em maior freqiiéncia e numa idade menor.
As familias que possuem essas mutacBes sdo, portanto, propensas ao desenvolvimento de cancer
(ALBERTS et al., 1999; SILVERTHORN, 2003).

O céncer raramente é o resultado de uma Unica mutacdo ou perda de um alelo supressor. H4
evidéncias de que é necessario mais que uma Unica mutacdo para transformar uma célula normal em
uma célula cancerosa. Estas mutacGes ndo ocorrem todas ao mesmo tempo, mas em seqiiéncias,
normalmente por um periodo de muitos anos. Certos tumores sélidos, como o cancer de colon,
resultam de uma cascata de eventos que ocorrem durante muitos anos (ALBERTS et al., 1999;
DESCH, 2002).

As alteragdes gendmicas associadas ao cancer podem envolver mudangas de pequena escala,
como substituicbes de um Unico nucleotideo, ou eventos de larga escala, como rearranjos
cromossdmicos, perda ou ganho de cromossomos, ou mesmo a integracdo de genomas virais dentro
de sitios cromossémicos. As alteracfes de larga escala sdo uma caracteristica comum do céncer; a
maioria dos tumores humanos sdo caracterizados por mudangas cromossémicas (KLUG,;
CUMMINGS, 2002).

Apesar da compreensdo crescente da genética do cancer, os mecanismos pelos quais as
mutacOes, a perda de supressores e as alteracBes genéticas ocorrem ndo sdo conhecidos. Alguns
individuos provavelmente tém uma predisposicdo a quebras do DNA e & incapacidade de reparar
erros (DESCH, 2002).

1.1.1 As caracteristicas gerais das células cancerosas

A doenca denominada cancer é mais bem definida por quatro caracteristicas que descrevem
0 modo pelo qual as células cancerosas atuam de modo diferente das normais (MENDELSOHN,
1995): (1) origem clonal (KORSMEYER, 1995); (2) autonomia, ou seja, sdo independentes de
estimulos fisioldgicos de crescimento; (3) anaplasia e (4) capacidade de metastase, principalmente

por invasdo local e disseminacBes linfatica, vascular e transcelémica (MENDELSOHN, 1995;
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ALBERTS et al.,, 1999; CALLERY; GANNETT, 2002; STEVENS; LOWE, 2002; THOMAS,
2003).

Propriedades semelhantes a cada uma dessas caracteristicas podem ser expressas por células
normais ndo malignas em determinados momentos apropriados — por exemplo, durante a
embriogénese e o processo de cicatrizagdo —; todavia, nas células cancerosas a caracteristica exibida
é inapropriada ou excessiva. Os tumores benignos sdo clonais, geralmente apresentam crescimento
lento e exibem certo grau de autonomia, porém permanecem diferenciados e ndo sofrem metastase,
podendo, normalmente, ser completamente removidos por cirurgia. O processo pelo qual uma célula
normal é convertida numa outra que exibe esses quatro tracos caracteristicos é denominado
transformacdo maligna (MENDELSOHN, 1995; CALLERY; GANNETT, 2002; STEVENS;
LOWE, 2002).

Varios estudos tém focado nas caracteristicas estruturais das células cancerosas, como
modificagdes na superficie externa (glicocalix) e perda de juncdes celulares, pontos importantes nas
interagBes célula-célula e célula-matriz e provavelmente envolvidos no potencial metastéatico de
tumores (BROOKS, 2000; BROOKS; CARTER, 2001; THIES et al.,, 2001; SILVERTHORN,
2003).

As células cancerosas podem viver de forma independente em cultura (in vitro). A maioria
dos canceres ndo necessita dos fatores de crescimento e horménios dos quais os tecidos normais
exigiriam para crescer fora do corpo. Além disso, células cancerosas cultivadas tendem a crescer in
vitro de forma desorganizada, frequentemente crescendo umas sobre as outras, ao contrario das
celulas normais, que exibem inibi¢cdo por contato. Algumas células malignas ndo sofrem morte
celular programada normal, ou apoptose. Em conseqliéncia, tornam-se imortais, e sao resistentes a
quimioterapia e a radiacdo ionizante. Os tumores malignos também tém a habilidade de criar o seu

proprio suprimento sanguineo, um processo denominado angiogénese (DESCH, 2002).

1.1.2 Tratamento do cancer

Existem trés enfoques principais para o tratamento do cancer estabelecido — excisdo
cirlrgica, irradiacdo e quimioterapia —, e o papel de cada um deles ir4 depender do tipo de tumor,
localizacdo e do estagio de seu desenvolvimento. A quimioterapia pode ser utilizada como terapia
propriamente dita ou como adjuvante de outras formas de tratamento (FERNANDES JUNIOR,
2000; SILVA; ALMEIDA, 2000; SOARES, 2000; CALLERY; GANNETT, 2002; RANG et al.,
2004).

1.1.2.1 Os agentes antineoplasicos e seus mecanismos de acao
Os agentes farmacologicos utilizados no tratamento do cancer incluem uma grande variedade
de compostos que atuam de varias formas, interferindo nos mecanismos de sobrevivéncia,

proliferacdo e migracdo celulares. Apesar do desenvolvimento dirigido no sentido de torna-los
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capazes de acdo seletiva sobre os tecidos neoplésicos, os agentes atualmente disponiveis manifestam
toxicidade significativa sobre os tecidos normais como maior complicacdo do seu uso, devendo-se
considerar criteriosamente o risco versus beneficio quando se usam esses agentes (BOENTE;
SAMPAIO FILHO; DEL GIGLIO, 2002; BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004). A toxicidade ou
efeitos colaterais estdo relacionados ao seu mecanismo de agéo (SILVA; ALMEIDA, 2000).

As drogas antineoplasicas devem entrar na célula para produzir os efeitos citotdxicos
desejados. Algumas delas podem passar pela membrana celular por difusdo passiva, com a diferenca
de concentragdo do gradiente dentro e fora da célula fazendo com que ocorra sua captagdo. Outras
requerem a ligacdo a proteinas de transporte, que levam a droga através da membrana celular e a
liberam do lado citosolico (LAZO; LARNER, 1997).

A maior parte desses agentes atua sobre o DNA, impedindo a duplicagdo celular. Na
descricdo dos mecanismos de acdo é comum a referéncia a fase de duplicagdo do DNA no ciclo
celular. As fases do ciclo sdo: GO (fase de repouso) G1 (fase pré-sintética), S (fase de sintese celular,
especialmente do DNA), G2 (fase pds-sintese) e M (fase da mitose). Os antineoplasicos, atuando em
uma ou mais fases, devem, por principio, acarretar morte celular (BOENTE; SAMPAIO FILHO;
DEL GIGLIO, 2002; BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004).

Os antineoplésicos podem exercer uma acgdo letal em todas as fases do ciclo ou em uma
especifica. A partir da maior atividade em determinadas fases, as drogas antineoplasicas podem ser
classificadas em ciclo-especificas/fase-especificas (como os antimetabolitos, alcal6ides da vinca,
epipodofilotoxinas) ou, no ciclo, como um todo, em ciclo-especificas/fase ndo-especificas (incluindo
agentes alquilantes, antibio6ticos, nitrosuréias, cisplatina e hormdnios); ambas necessitando do ciclo
celular para exercer seus efeitos citotdxicos. Ha ainda aquelas que ndo agem necessariamente em
fases do crescimento celular, mas em células em GO, sendo denominadas ciclo nao-especificas
(BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL GIGLIO, 2002; BARROWS, 2004; BITTENCOURT;
BRUNSTEIN, 2004). Tanto os farmacos dependentes do ciclo celular como os independentes
mostram-se eficazes em varios tipos de tumores (BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL GIGLIO,
2002; BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004).

Os agentes antineoplasicos podem ser convenientemente divididos em vérias categorias.
Algumas dessas categorias baseiam-se em propriedades quimicas e mecénicas, enquanto outras
estdo relacionadas com a origem de produtos naturais (BARROWS, 2004).

Os agentes alquilantes (mostardas nitrogenadas, etileniminas, alquilsulfonatos, nitrosuréias e
triazenos) interferem na replicagéo e transcricdo do DNA por alquilarem moléculas organicas como
DNA, RNA e proteinas, levando a apoptose (BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL GIGLIO, 2002;
CALLERY; GANNETT, 2002; THOMAS, 2003; BARROWS, 2004; BITTENCOURT;
BRUNSTEIN, 2004). Isso ocorre em células neoplasicas e sadias, podendo levar a mutagénese e

carcinogénese se nao houver mecanismos de reparo celular (RAJEWSKY et al., 2000).
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Os compostos de platina (cisplatina, carboplatina, oxaliplatina) sdo complexos de metal
pesado com atividade citotoxica. Induzem ligacbes de maneira similar aos agentes alquilantes
(CHU, 1994).

Os antimetabdlitos (andlogos das purinas, anadlogos das pirimidinas e andlogos do acido
foélico) incluem um grupo variado de compostos que interferem em diversos processos blogueando
as vias metabdlicas normais que operam nas células, o que resulta em interrupgdo da sintese de
acidos nucléicos. Apresentam estrutura similar a compostos existentes na natureza, como
aminodacidos ou nucleosideos e sdo dependentes do ciclo celular, atuando em fase especifica (fase
S). Podem agir de dois modos: por substituicdo de um composto endégeno normal da célula por
outro cuja incorporagao no sistema resulta em um produto que ndo mais desempenha qualquer papel
na via; ou por inibi¢do de uma enzima-chave do metabolismo celular. S&o mais eficazes em células
com alta fragdo de crescimento (LAZO; LARNER, 1997; BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL
GIGLIO, 2002; CALLERY; GANNETT, 2002; THOMAS, 2003; BARROWS, 2004;
BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004).

O metotrexato, antagonista do acido fdlico fase S-especifico, é o Unico antimetabdlito do
folato que esta em uso clinico. Inibe competitivamente a diidrofolato redutase. E usado para tratar
varios tipos de cancer, incluindo tumores da cabeca e do pescoco, cancer de mama, sarcomas,
linfomas e tumores germinativos, e, em doses baixas, a artrite reumatdide. Pode causar vomito,
nausea, ulceracdo oral e géstrica e depressdo da medula dssea, assim como outros efeitos colaterais
indesejaveis (BERTINO, 1992; WINKELSTEIN, 1992; BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL
GIGLIO, 2002; THOMAS, 2003; BARROWS, 2004).

Os inibidores da topoisomerase sdo produtos naturais que compreendem os inibidores da
topoisomerase | (os analogos da camptotecina) e os inibidores da topoisomerase |l
(epipodofilotoxinas) cujos efeitos citotoxicos levam a apoptose (SLICHENMEYER et al., 1993;
STAKER et al., 2002; BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004).

Os agentes intercaladores sdo medicamentos naturais, semi-sintéticos (oriundos de
microorganismos) ou sintéticos, cujos representantes sdo daunorrubicina, doxorrubicina,
idarrubicina, valrubicina e epirrubicina (antraciclinas), mitoxantrona (antracenediona) e
dactinomicina. Intercalam-se entre os pares de bases da hélice do DNA, induzindo seu
desenrolamento (RICHARDSON; JOHNSON, 1997).

Os agentes que atuam nos microtubulos, inibidores do fuso celular ou antimitéticos, sdo
agentes naturais, derivados de plantas. Compreendem alcaldides da vinca (Catharanthus rosea) e
taxanos. Agem inibindo etapas de divisdo do ciclo celular, através de inibicdo da formacdo de
microtdbulos, interferindo no fuso mitético (LAZO; LARNER, 1997; BOENTE; SAMPAIO
FILHO; DEL GIGLIO, 2002; CALLERY; GANNETT, 2002; BARROWS, 2004; BITTENCOURT;
BRUNSTEIN, 2004).
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Ha ainda os agentes hormonais (prednisona, tamoxifeno, flutamida, leuprolida, goserelina e
outros), que agem atravessando a membrana citoplasmatica e se ligando a receptores
citoplasmaticos, resultando em alteracGes das reacOes fisiologicas ou bioguimicas; e varios
antibidticos (como bleomicina, actinomicina D e mitomicina C), ciclo-especificos, que atuam
danificando ou perturbando o DNA, interferindo nas topoisomerases ou alterando a estrutura do
DNA (LAZO; LARNER, 1997; BARROWS, 2004).

1.2 O processo inflamatorio

A inflamacéo ou flogose é clinicamente definida como um processo patofisioldgico inicial
dos tecidos vivos diante de uma variedade de estimulos lesivos (como traumatismos e infec¢des) que
leva ao acmulo local de fluido plasmatico e células sanguineas. E caracterizada por vermelhidio
(ou rubor), edema (ou tumor) e calor, além de dor e perda de funcéo celular ou estrutural (SOSA et
al., 2002; STEVENS; LOWE, 2002; WANNMACHER; FERREIRA, 2004a; HANSEL; DINTZIS,
2007). Esta resposta € relativamente inespecifica, ou seja, o padrédo inicial é independente do agente
ou do evento causal (STEVENS; LOWE, 2002; SILVERTHORN, 2003).

O rubor e a hipertermia da inflamagdo aguda séo resultado da dilatagdo dos vasos e aumento
do fluxo sanguineo na regido inflamada, e o edema inflamatério é provocado pelo acimulo de
liquido e células inflamatérias (exsudato) nos espacos intersticiais, particularmente dos componentes
fluidos. A dor resulta de uma combinacdo de fatores incluindo a pressdo nas terminagdes nervosas,
pelo edema, e de um efeito direto de determinados fatores quimicos liberados durante a resposta
inflamatdria. A perda da funcéo, total ou parcial, na area inflamada, pode ser uma conseqiiéncia
direta da injuria ou secundaria ao edema e dor marcantes provocados pelo proprio dano (STEVENS;
LOWE, 2002; HANSEL ; DINTZIS, 2007).

A resposta inflamatéria aguda possui trés fungdes principais: (1) facilitar o encaminhamento
das defesas locais (células e moléculas) para supressdo da infec¢do; (2) destruir e eliminar um agente
causal infectante pelos componentes do exsudato, gerando uma barreira fisica para evitar a
disseminagdo da infeccdo; e (3) reparar o tecido lesado (STEVENS; LOWE, 2002; ROMERO et al.,
2006; HANSEL; DINTZIS, 2007). Consiste de uma liberagdo seqiiencial de mediadores e do
recrutamento de leucdcitos circulantes, 0s quais se tornam ativados no sitio da injaria e liberam mais
mediadores. Deve ser de vida curta e depende, acima de tudo, de um controle cuidadoso entre
mediadores pro- e antiinflamatérios (CHANG; LEE; LIN, 2001; HANADA; YOSHIMURA, 2002;
KORHONEN et al., 2005; RAISON; CAPURON; MILLER, 2006).

1.2.1 Momentos da inflamagéo
Os componentes basicos de um processo inflamatorio consistem em eventos celulares e
humorais interdependentes que culminam com a reparacdo do tecido e a restauracdo da funcgéo

(CARVALHO, 2002). Logo, a inflamagdo pode ser resumida em injdria inicial (por agentes fisicos,
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quimicos ou bioldgicos) que causa a liberagdo de mediadores inflamatérios — denominada fase
irritativa; vasodilatacdo e aumento na permeabilidade vascular — fase vascular; exsudagéo plasmatica
e celular — fase exsudativa; e proliferagdo de células de tecido conectivo — fase reparativa (BORNE,
2002).

1.2.1.1 Fenébmenos irritativos

Os fendmenos irritativos constituem um conjunto de modificaces provocadas pelo agente
inflamatdrio que resultam na liberagdo de mediadores quimicos responsaveis pelos fenbmenos
subsequentes da inflamacdo (PEREIRA, 2006).

Em nivel molecular, ocorrem modificagcBes na estrutura protéica devido & acdo de enzimas
liticas (proteases, esterases, colagenases) liberadas pela lesdo tissular ou pela ruptura da membrana
dos lisossomas, em conseqiiéncia da acdo de fagocitos. A alteracdo protéica é o ponto de partida
para a ativagdo de uma série de sistemas que sintetizam e liberam varios mediadores, como
histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos e varios fatores quimiotaticos (fator
do complemento Cba, fator de ativagdo das plaquetas — PAF, leucotrieno B,), além de vérias
citocinas (interleucina-1, interleucina-8, fator de necrose tumoral), responséveis por vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade vascular, hiperalgesia, migracéo leucocitéria e agregacdo plaquetaria
(KRAYCHETE, 2002a; WANNMACHER; FERREIRA, 2004a).

1.2.1.1.1 Mediadores da inflamacé&o

Uma variedade de mediadores quimicos enddgenos, incluindo fatores imunolégicos e
quimiotaxicos de diferentes fontes (leucécitos e plaquetas ativados, do metabolismo do &cido
araquidénico como prostaglandinas e leucotrienos, das cascatas da coagulacdo e do complemento,
etc.), tem sido reconhecida por exercer papéis importantes no processo inflamatério (BRODY, 1997;
BORNE, 2002).

Os mediadores podem ser considerados de acdo rapida, como as aminas vasoativas

(histamina, serotonina), ou de acdo prolongada (substancias plasmaticas, citocinas e lipideos acidos).

1.2.1.1.1.1 Aminas vasoativas

A fase inicial da inflamacdo (1 — 1,5 horas) envolve a liberagdo de histamina e serotonina
(LEE; KATAYAMA, 1992).

A histamina é encontrada na maioria dos tecidos do corpo, porém esta presente em elevadas
concentracBes no pulmdo, na pele e no trato gastrointestinal. Em nivel celular é armazenada pré-
formada em granulos em mastdcitos teciduais e basofilos sanguineos, associada a heparina. E
liberada dos mastdcitos por exocitose durante as reagBes inflamatdrias ou alérgicas, quando os
componentes do complemento C3a e Cba interagem com receptores de membrana especificos ou

guando o antigeno interage com IgE fixada a células; ou ainda, por meio de outros estimulos, como
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substancia P, poliaminas, citocinas, entre outros. A histamina promove vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, além de desempenhar um papel central na hipersensibilidade imediata e
respostas alérgicas, secre¢do gastrointestinal e neurotransmissdo (SIMONS; SIMONS, 1992;
NELSON, 2002; RANG et al., 2004; WHITE, 2004).

A serotonina (5-hidroxitriptamina) é um dos principais neurotransmissores no cérebro e
também esté envolvida em uma gama de ac¢Ges periféricas. Pode ser encontrada no sangue em altas
concentracgBes nas plaquetas, que a acumulam a partir do plasma atraves de um sistema de transporte
ativo, liberando-a quando sofrem agregacdo em locais de lesdo tecidual. Funciona como mediador
inflamatério e estd envolvida na sensibilizacdo de nociceptores e controle microvascular
(GLENNON; DUKAT, 2002; RANG et al., 2004).

1.2.1.1.1.2 Substancias plasmaticas

O plasma contém diversas cascatas de enzimas envolvidas na media¢do da inflamacéo,
compostas de uma série de proteases ativadas sequencialmente. Sdo caracterizadas por um pequeno
namero inicial de proteinas que é amplificado a cada reacdo enzimatica sucessiva. O sistema de
cascata rapidamente produz uma grande resposta (HANSEL; DINTZIS, 2007). As substancias
plasmaticas podem ser divididas basicamente em: sistema do complemento, sistema das cininas,
sistema de coagulacéo e sistema fibrinolitico.

O sistema do complemento é um componente do sistema de defesa do hospedeiro que auxilia
na eliminacdo de varios microorganismos e antigenos do sangue e outros tecidos, e seu papel na
inflamacdo é de considerdvel interesse (FRANK; FRIES, 1991; KINOSHITA, 1991; BORNE,
2002). Consiste em um grupo de cerca de 30 proteinas plasmaticas, normalmente presentes nos
liquidos e nos tecidos corporais em sua forma inativa, que atuam em conjunto para atacar patégenos
e induzir respostas inflamatorias, ajudando a combater a infecgdo (KIRSCHFINK, 1997; HANSEL;
DINTZIS, 2007). Os fatores derivados do complemento participam dos fendmenos vasculares,
adesdo, quimiotaxia e ativacdo dos leucdcitos e fagocitose (BORNE, 2002; KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005).

O sistema das cininas constitui uma cascata de enzimas que resulta na producdo de diversos
peptideos vasoativos, através de proteases especificas chamadas calicreinas sobre substratos
protéicos, denominados cininogénios. A ativacdo desse sistema resulta na liberacdo da bradicinina.
Esta provoca vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e estimulacdo direta das
terminagdes nervosas para a dor (ou, de forma indireta, por ativar a producdo de outros mediadores
como prostandides e aminas simpaéticas, que sensibilizam os neurdnios nociceptivos simpaticos)
entre outros efeitos (COUTURE et al., 2001; PETHO; DEROW,; REEH, 2001; RANG et al., 2004).

O sistema de coagulagdo e a inflamacéo sdo processos que estdo intimamente relacionados.

Este sistema consiste numa cascata de enzimas proteoliticas e co-fatores. O principal evento consiste
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na conversdo do fibrinogénio solivel em filamentos insollveis de fibrina pela trombina (que
participa da ativagdo dos sistemas do complemento e das cininas). Uma cascata fibrinolitica é
iniciada concomitantemente com a de coagulacdo através de vérios ativadores do plasminogénio
(liberados do endotélio, leucocitos e outros tecidos), resultando na formacéo, dentro do codgulo, da
plasmina, que digere a fibrina. Desta forma, o sistema fibrinolitico também contribui para os eventos
vasculares durante a inflamacdo (RANG et al., 2004; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

1.2.1.1.1.3 Citocinas

A resposta inflamatdria € um processo dindmico e complexo que envolve um balango entre
citocinas pro- e antiinflamatérias (DE DOOY; MAHIEU; VAN BEVER, 2001).

O termo citocina refere-se a fatores protéicos sollveis produzidos pelas varias células do
sistema imunoldgico que influenciam o comportamento de outras células, coordenando a reposta
imune (CAMPBELL, 2000; ROITT; RABSON, 2003). A maioria das células pode produzir
citocinas, embora apresentem diferencas no repertorio delas. Muitas citocinas sdo produzidas em
sitios de inflamacdo (HANSEL; DINTZIS, 2007).

As citocinas podem ser classificadas em: interferons, interleucinas, quimiocinas, fatores de
estimulacdo de colbnias e fatores de necrose tumoral.

Os interferons (IFN) sdo citocinas que induzem células a resistirem a replicagéo viral (IFN-a
e IFN-B) ou exercem um papel significante na regulagdo da resposta imune especifica, como o IFNy,
produzido quase que exclusivamente por células NK e certos subgrupos de células T ativadas
(ABBAS; MURPHY; SHER, 1996; LYNCH et al., 2003; HANSEL; DINTZIS, 2007).

As interleucinas (IL) sdo polipeptideos produzidos por leucdcitos e que atuam intensamente
em todas as fases da inflamacdo, participando do controle das células envolvidas com as respostas
imunes especificas e inespecificas. A interleucina-1 é um importante mediador na resposta
inflamatdria inicial por recrutar e ativar células inflamatorias e causar a libera¢do de outras citocinas
(inclusive dela mesma), além de ativar células endoteliais, aumentar a expressdo de moléculas de
adesdo, a atividade da fosfolipase e assim a biossintese de prostaglandinas (BAYNES;
DOMINICZACK, 2000; CALL et al., 2001; DE DOOY; MAHIEU; VAN BEVER, 2001; BORNE,
2002; ROITT; RABSON, 2003).

As quimiocinas compreendem uma familia de fatores secretados por leucécitos e células
endoteliais em resposta ao dano tecidual e a outros mediadores inflamatérios. Sdo pequenas
proteinas quimioatraentes que interagem fisicamente com 0s componentes da matriz extracelular,
controlando a migracdo de leucdcitos (LINDLEY; WESTWICK; KUNKEL, 1993; RANSOHOFF;
GLABINSKI; TANI, 1996; MACKAY, 2001; STEVENS; LOWE, 2002; ROT; VON ANDRIAN,
2004; MANTOVANI; BONECCHI; LOCATI, 2006; HANSEL; DINTZIS, 2007).
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Os fatores estimuladores de colénias (CSF) ndo apenas estimulam a proliferacdo de
determinadas células progenitoras comprometidas, como também induzem diferenciacdo
irreversivel. O GM-CSF (fator de estimulagdo de coldnias de granuldcitos-macréfagos), que é
produzido por muitos tipos de células, influencia pelo menos cinco das oito linhagens de
desenvolvimento de células sanguineas. O G-CSF (fator de estimulacéo de coldnias de granuldcitos)
¢ produzido principalmente por mondcitos, fibroblastos e células endoteliais e controla
primariamente o desenvolvimento dos neutréfilos (RANG et al., 2004; HANSEL; DINTZIS, 2007).

O fator de necrose tumoral (TNF) é produzido por macréfagos e células T e pode ser
citotoxico. O TNF e a IL-1 sdo as duas principais citocinas que participam do processo inflamatério,
responsaveis pelas respostas sistémicas da fase aguda (febre, perda de apetite, etc.) associadas a
infecgdes ou traumas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; HANSEL; DINTZIS, 2007).

Todavia, as citocinas sdo mais comumente agrupadas em razdo de seus principais efeitos ou
papéis (BAYNES; DOMINICZACK, 2000).

As citocinas pro-inflamatorias estdo envolvidas na resposta imune inicial, ajudando a guiar a
eliminagdo dos patdgenos e a resolucdo do processo inflamatério. As primérias incluem TNF-a e a
IL-1. Sédo liberadas por macréfagos e por muitas outras células, podendo desencadear uma cascata
de citocinas secundarias, como as quimiocinas. Vérios fatores de crescimento (por exemplo, fator de
crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento dos fibroblastos, fator de crescimento
endotelial vascular) sdo importantes nos processos de reparo e estdo implicados na inflamagéo
cronica (RANG et al., 2004; SCHULTZBERG et al., 2007).

As citocinas antiinflamatérias diminuem as funcdes celulares e a sintese de citocinas pro-
inflamatdrias. Incluem TGF-f (fator transformante do crescimento f), IL-4, IL-10 e IL-13. Essas
citocinas podem inibir a produgdo de quimiocinas, e as trés uUltimas tém a capacidade de inibir
respostas mediadas por células Thil, isto é, as células cuja ativacdo inapropriada esta envolvida em
diversas doencas (RANG et al., 2004; SCHULTZBERG et al., 2007).

1.2.1.1.1.4 Lipideos &cidos

Os mediadores lipidicos incluem prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e leucotrienos
(LTs), metabdlitos inflamatérios derivados do acido araquiddnico pela acdo das cicloxigenases e
lipoxigenases, e o PAF. Este Ultimo atua como um potente vasodilatador, além de causar o
aumento da permeabilidade vascular, da adesdo leucocitaria ao endotélio, quimiotaxia e sintese
de outros mediadores (BORNE, 2002; RANG et al., 2004; WANNMACHER; FERREIRA, 2004a;
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; PEREIRA, 2006; BLOEMEN et al., 2007).

Tanto os LTs quanto as PGs sdo liberados principalmente por células endoteliais e
macréfagos e contribuem muito para os sintomas da inflamacgdo. Os leucotrienos LTC,, LTD, €

LTE, causam intensa vasoconstricdo, broncoespasmo e ampliam a permeabilidade vascular;
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enquanto que o LTB, é um potente agente quimiotatico e ativador das respostas dos neutrofilos,
como agregacdo e adesdo ao endotélio venular, geragdo de radicais livres e liberacdo de enzimas
lisossomais (BRODY, 1997; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

As PGs em geral sdo vasodilatadoras, promovendo o edema e a infiltracdo de leucdcitos, e
ainda sensibilizam as terminagdes nervosas periféricas a acdo de histamina, bradicinina
(exacerbando suas propriedades produtoras de dor) e outros mediadores liberados localmente
quando da inflamacdo. Além disso, estimulam os centros hipotaldmicos de termorregulacdo
(BRODY, 1997; ROBERTS II; MORROW, 2001; WANNMACHER; FERREIRA, 20043;
HOWLAND; MYCEK, 2006).

As PGs principais sdo: PGE, — produzida em muitos tecidos e especialmente em macréfagos,
é vasodilatadora, controla a atividade de linfocitos (efeito imunossupressor) e tem efeito
citoprotetor; PGI, (prostaciclina) — secretada pelo endotélio, é antiagregadora plaquetaria e
vasodilatadora; PGF,, — vasoconstritora e aumenta a permeabilidade vascular; e PGD, — derivada
particularmente dos macrdfagos, € vasodilatadora e inibidora da agregacdo plaquetaria. O TXA,,
produzido nas plaguetas, é um potente agregante plaquetario e vasoconstritor (RANG et al., 2004;
PEREIRA, 2006).

1.2.1.2 Fenbmenos vasculares

Os fendmenos vasculares desempenham um papel importante na inflamacdo aguda.
Normalmente as proteinas plasmaéticas estdo presas no interior dos vasos e se movem na direcdo do
fluxo sanguineo. Na inflamag&o, os vasos sanguineos sofrem vérias alteracfes que visam facilitar o
movimento de proteinas plasmaticas e células sanguineas da circulacdo para o local da lesdo ou da
infeccdo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Os eventos vasculares sdo representados por modificacdes hemodindmicas e reoldgicas da
microcirculacdo, comandadas pelos mediadores quimicos (como histamina, substancia P e
bradicinina, entre outros) liberados durante os fenbmenos irritativos e, menos frequentemente, por
acdo direta do agente flogdgeno. Consistem em dilatagdo inicial das pequenas arteriolas, resultando
em aumento do fluxo sanguineo, seguido de reducdo, e a seguir, estase do sangue e aumento da
permeabilidade das vénulas pds-capilares, com exsudacdo de liquido. A vasodilatacdo é produzida
por diversos mediadores (histamina, PGE,, PGl,, etc.) formados em decorréncia da interagdo do
microorganismo com o tecido. Alguns desses mediadores (por exemplo, histamina, PAF, e
citocinas) também sdo responsaveis pela fase inicial de aumento da permeabilidade vascular
(FANTONE; WARD, 1999; RANG et al., 2004; PEREIRA, 2006).

Logo no inicio da vasodilatacdo, quando se inicia a fase de fluxo mais lento, os leucdcitos
deixam a regido central da corrente sanguinea e comegam a se deslocar na margem do fluxo
(PEREIRA, 2006).
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1.2.1.3 Fenébmenos exsudativos

S&o fendmenos complexos e variados, conferindo as inflamagdes caracteristicas proprias e
muito utilizadas na sua classificacdo e nomenclatura. Constam da saida de elementos do sangue —
plasma e células — do leito vascular para o intersticio (do latim exsudare, passar através de). Embora
independentes, em geral a exsudagdo plasmatica precede a exsudagéo celular; e a predominancia de
uma ou da outra varia de caso para caso. A exsudacao de leucécitos é o elemento mais caracteristico
das inflamac6es (PEREIRA, 2006).

A exsudacdo plasméatica comeca geralmente nas fases iniciais da hiperemia e continua
durante o processo inflamatério. O exsudato liquido pode ser rico ou pobre em proteinas
(inflamagdes fibrinosas e serosas, respectivamente), e a sua quantidade é muito variavel (PEREIRA,
2006).

O exsudato inflamatério (Figura 1) é constituido basicamente de: fluido — contendo sais e
uma alta concentragdo de proteinas, inclusive imunoglobulinas; fibrina — uma proteina filamentosa
insollvel; muitos neutrdfilos polimorficos; poucos macréfagos e alguns linfocitos. Todos esses
componentes sdo derivados do sangue como resultado das alteragBes que ocorrem nos Vvasos
sanguineos ao redor da area lesada (STEVENS; LOWE, 2002).
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Figura 1 — Formacdo do exsudato inflamatorio agudo. Fonte: Stevens e Lowe (2002).

1.2.1.4 Fenbmenos celulares: extravasamento de leucécitos e fagocitose

Uma funcdo critica da inflamacéo é o encaminhamento de células especializadas a leséo e
sua ativacdo para que desempenhem as funcBes normais de defesa do hospedeiro (KUMAR,;
ABBAS; FAUSTO, 2005).

Duas classes importantes de células interagem na inflamagdo aguda: células inflamatorias
derivadas de progenitores da medula déssea, como os leucécitos e as plaquetas, que tém acesso a
area de inflamacdo a partir do sangue; e células tissulares (células endoteliais, mastdcitos e
macrofagos teciduais), que estdo normalmente presentes nos tecidos. Os leucocitos sdo células
ativamente mdveis, que podem ser divididas em duas classes: células polimorfonucleares (PMNSs, ou
granuldcitos) — que incluem neutrofilos, eosindfilos e basofilos; e células mononucleares —
mondcitos e linfécitos (RANG et al., 2004; HANSEL; DINTZIS, 2007).
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Os principais eventos celulares na inflamacdo aguda, todos induzidos por mediadores
quimicos, sdo: ativacdo do endotélio por produtos do dano tecidual e citocinas, permitindo a adeséo
dos leucdcitos; ativacdo destes para favorecer suas fungdes de fagocitose, destrui¢do de bactérias e
geracdo de mediadores inflamatérios; desenvolvimento de motilidade ativa, de maneira direcionada,
a partir dos vasos sanguineos, para o local de lesdo tecidual. Os neutrdfilos sdo os principais
mediadores dos efeitos da inflamagéo aguda (STEVENS; LOWE, 2002).

Na maioria das vezes, a inflamacdo é caracterizada pela infiltracdo imediata de um sitio
especifico ou lesdo com PMNs, seguidos por mondcitos e finalmente linfocitos. A sequéncia de
eventos na jornada dos leucécitos do Iumen vascular para o tecido intersticial (extravasamento),
pode ser dividida nas seguintes etapas: 1) marginacdo, captura e rolamento sobre o endotélio;
ativacdo e adesdo firme; 2) transmigracdo através das aberturas entre as células endoteliais
(diapedese); e 3) migracdo nos tecidos intersticiais em direcdo ao estimulo quimiotético. Estes
eventos dependem primeiramente de moléculas de adesdo na superficie do endotélio e dos
leucocitos, como as selectinas e integrinas e de citocinas quimioatraentes (JOHNSTON; BUTCHER,
2002; CUZZOCREA, 2005; KELLY; HWANG; KUBES, 2007).

Chegando ao local da lesdo, inicia-se a eliminacdo do agente nocivo através da fagocitose e

liberagdo de moléculas pelos leucdcitos (principalmente neutrofilos) e macréfagos.

1.2.1.5 Fen6bmenos alterativos

Os fenbmenos alterativos da inflamacgéo (degeneragdes e necrose) sdo produzidos por acdo
direta ou indireta do agente inflamatério e podem aparecer no inicio ou no decurso da inflamagéo
(PEREIRA, 2006).

1.2.1.6 Resolucéo da inflamacgéo: fendmenos reparativos

E de se esperar que um sistema de defesa do hospedeiro td0 potente, com sua capcidade
inerente de causar dano tecidual, precise de um controle rigido para minimizar o dano. Instalada uma
inflamacdo aguda, se o patdgeno foi atacado adequadamente, a inflamac&o entra em declinio e pode
ocorrer cura completa, com o tecido tornando-se praticamente normal. Se o patégeno persistir, é
provavel que a condicdo evolua para a inflamacéo crénica (SOSA et al., 2002; STEVENS; LOWE,
2002; RANG et al., 2004; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; HANSEL; DINTZIS, 2007).

O decréscimo da resposta inflamatoria significa que, desaparecendo a irritacdo, diminui
também a producéo de mediadores, que, além disso, possuem uma meia-vida curta e sdo degradados
apos serem liberados. Em conseqiiéncia, os fenbmenos vasculares e exsudativos se reduzem
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; PEREIRA, 2006).

No entanto, ndo é s a redugdo dos mediadores que leva ao término da inflamacéo. Durante o
desenvolvimento da resposta inflamatdria, ha também a producdo de mediadores antiinflamatorios,

que aumentam a medida que o processo progride e atuam ativamente para terminar a reacdo. Esses
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mecanismos ativos incluem uma mudanga nos derivados do &cido araquidénico, de leucotrienos para
as lipoxinas antiinflamatérias; a liberagdo de uma citocina antiinflamatoria, o TGF-B, dos
macréfagos e de outras células; e impulsos neurais (descarga colinérgica) que inibem a producéo de
TNF nos macréfagos. Desse modo, quando reduz a producdo de mediadores pré-inflamatérios,
aumenta a de antiinflamatdrios naturais, que passam a inibir os fendbmenos da inflamacéo. Além
disso, a reacdo de fase aguda contribui com efeitos antiinflamatdrios, especialmente pelas
antiproteases e removedores de radicais livres (NATHAN, 2002; TRACEY, 2002; KUMAR,;
ABBAS; FAUSTO, 2005; PEREIRA, 2006).

Geralmente a inflamacdo aguda pode ter um destes trés resultados finais: resolucdo completa
— que ocorre normalmente quando a lesdo é limitada, de curta duracdo ou quando houve pouca
destruicdo tissular e as células parenquimatosas danificadas podem ser regeneradas, restaurando a
normalidade no local da inflamago; cicatrizacio pela substitui¢cdo do tecido conjuntivo (fibrose) —
ocorre apds uma lesdo tecidual consideravel, quando a lesdo inflamatdria envolve tecidos incapazes
de se regenerar, ou quando existe um abundante exsudato de fibrina; e progressdo da resposta
tecidual a inflamagdo cronica (STEVENS; LOWE, 2002; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

1.2.2 O papel do 6xido nitrico (NO)

Os macrdfagos envolvidos na atividade imunoldgica contra patdgenos nos hospedeiros além
de eliminar agentes estranhos por fagocitose, também geram mediadores inflamatérios. Dentre estes,
as espécies reativas de oxigénio, em particular o 6xido nitrico (NO), iniciam uma gama de reacdes
oxidativas toxicas causando danos ao tecido (LASKIN; PENDINO, 1995; BOGDAN, 2001; REIS et
al., 2001).

O NO é uma molécula pequena, eletricamente neutra, produzida in vivo huma variedade de
tecidos pela enzima dxido nitrico sintase (nitric oxide sinthase, NOS) durante a transformacéo
catalitica da L-arginina em citrulina. Trés isoformas de NOS tém sido identificadas: a neuronal
(nNOS) e a endotelial (eNOS), as quais sdo constitutivamente expressas em neurénios e no
endotélio, gerando baixas concentracdes de NO; e a NOS induzivel (iNOS), a qual é estimulada por
produtos bacterianos ou citocinas inflamatdrias (BOGDAN, 2001) e expressa hos macrofagos nas
formas citosolica e associada @ membrana, resultando na producdo continua de NO em altas
concentraces (REIS et al., 2001; CHI et al., 2003; THOMAS, 2003). O NO esta envolvido no
controle da pressdo arterial, na transmissdo dos impulsos nervosos e no sistema imune
(CAMPBELL, 2000; THOMAS, 2003).

Essas formas da NOS refletem dois modos gerais de agdo distintos do NO. Com nNOS e
eNQOS, sdo produzidos pulsos de NO que transmitem a mensagem as células-alvo sem lesdo para as
outras células. Com a iNOS, a enzima é responsavel pela producdo continua de NO em

concentracBes suficientes para lesar e matar as células que podem ou ndo ser benéficas ao
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organismo. Por exemplo, as células imunes ativadas produzem quantidades de NO que sdo letais
para células-alvo nocivas, tais como aquelas encontradas no cancer e parasitas invasores, mas a
producdo excessiva do NO ja foi associada & morte das células pancredticas p no diabetes melitus
insulino-dependente (THOMAS, 2003).

O NO possui uma vida biolégica curta, sofrendo metabolismo rapido em nitrato, nitrito e
outras espécies. Essa vida curta significa que o 6xido nitrico ndo é capaz de se difundir ao longo de
qualquer distancia através do sistema antes que ocorra uma diminuigdo significativa de sua
concentragcdo. Como resultado, seus alvos devem estar proximos a sua fonte (STEVENS; LOWE,
2002; THOMAS, 2003).

A producdo excessiva destas espécies reativas no processo inflamatorio e em muitos
processos patolégicos (LASKIN; PENDINO, 1995; BOGDAN, 2001) pode danificar biomoléculas
celulares como acidos nucléicos, proteinas, carboidratos e lipidios, causando dano celular e tecidual,
0 que por sua vez aumenta o estado da inflamacdo (COCHRANE, 1991). Portanto, compostos que
possuem a capacidade de “limpar” estes radicais — suprimindo em particular o0 NO — podem assim
apresentar potencial terapéutico para muitas doencas inflamatorias (TRENAM; BLAKE; MORRIS,
1992; PARK et al., 2006).

1.2.3 Os agentes antiinflamatdrios e seus mecanismos de a¢ao

Os agentes farmacolégicos que inibem a resposta inflamatéria aguda ou crdnica pertencem a
dois grandes grupos: drogas antiinflamatérias nédo-esteroidais (AINE, ou em inglés, NSAID — non-
steroidal antiinflammatory drugs), cujo prot6tipo é a aspirina; e as drogas antiinflamatorias
esteroidais (SAID - steroidal antiinflammatory drugs) cujo prot6tipo é a hidrocortisona (LEE;
KATAYAMA, 1992; WANNMACHER; FERREIRA, 2004a).

1.2.3.1 Antiinflamatérios nao-esterdides

Os antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) constituem um grupo de farmacos com
estrutura quimica variada que exercem atividade analgésica, antipirética, antitrombatica, uricosurica
e antiinflamatdria (COSSERMELLI; PASTOR, 1995).

Sua acdo redutora de inflamagdo decorre da inibicdo da sintese de prostaglandinas na
periferia e no sistema nervoso central (SNC) e tromboxano, efetuada mediante a inativacdo das
cicloxigenases (COX). A COX-1 (constitutiva) é benéfica na manutencdo renal e do trato
gastrointestinal por estimular a secrecdo de bicarbonato e muco e reduzir a secrecdo de acido. J4 a
COX-2 (induzivel) pode ser induzida por citocinas no musculo liso, fibroblastos e células epiteliais,
surgindo nos sitios inflamatérios. A inibicdo da COX-1 ¢, pelo menos em parte, responsavel por
alguns efeitos adversos dos AINEs, como as toxicidades renal e gastrointestinal. A COX-2
atualmente € alvo de diversas pesquisas na busca de antiinflamatdrios especificos para esta enzima,
visando reduzir os efeitos adversos supracitados (VANE; BOTTING, 1995; BRODY, 1997;
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BOTTING, 1999; CHEER; GOA, 2001; ROBERTS II; MORROW, 2001; BORNE, 2002;
KRAYCHETE, 2002a; HANSON, 2004).

Os AINEs diferem entre si quanto a farmacocinética, poténcia antiinflamatoéria e efeitos
colaterais. Em sua maioria sdo substancias acidas que atuam onde o pH é baixo (rins, estbmago,
lesGes inflamatdrias) e produzem uma injdria primaria devido ao dano acido direto e uma difuséo de
fons hidrogénio. A injuria secundéria resulta da inibicdo da biossintese de prostaglandinas no trato
gastrointestinal. Estes dois niveis de injdria levam ao dano gastrico (COSSERMELLI; PASTOR,
1995; TEIXEIRA; VALLE, 2001; BORNE, 2002).

Podem ser devidamente classificados, de acordo com a seletividade para inibicdo das COX
em: inibidores seletivos da COX-1 (aspirina), inibidores ndo-seletivos da COX-1 (indometacina,
piroxicam, diclofenaco, ibuprofeno, nabumetona), inibidores seletivos da COX-2 (meloxicam,
etodolaco, nimesulida) e inibidores altamente seletivos da COX-2, como celecoxib, rofecoxib entre
outros (KRAYCHETE, 2002a).

Pelo bloqueio da atividade da cicloxigenase, os salicilatos e AINEs correlatos previnem a
formagdo dos endoperdxidos e dos subseqlientes metabdlitos das prostaglandinas. A via da
lipoxigenase, que transforma o &cido araquidénico em leucotrienos, é inibida por diclofenaco e
indometacina, porém ndo pelos salicilatos (BRODY, 1997; ROBERTS II; MORROW, 2001;
BORNE, 2002).

1.2.3.2 Antiinflamatdrios esteroides

Os corticosterdides sdo uma classe de horménios adrenais que pode ser dividida em dois
grupos: os glicocorticdides (cuja atividade estd relacionada aos carboidratos) e 0s
mineralocorticoides (relacionados a regulacdo de eletrélitos). Destes, apenas os glicocorticoides
apresentam atividade antiinflamatdria.

Os glicocorticoides sintéticos (betametasona, dexametasona, cortisona, etc.) mimetizam
acdes do cortisol enddgeno, atuando através da ligacdo a um receptor citoplasmatico especifico para
glicocorticoides. Sdo os mais eficazes antiinflamatorios disponiveis, apresentando ainda agéo
imunodepressora. Promovem melhora sintomatica de uma série de manifestacBes clinicas, sem
afetar a evolugdo da doenca basica. Ao lado dos esperados beneficios, ha risco de potenciais efeitos
adversos, observados numa variedade de tecidos organicos, na dependéncia de doses empregadas e,
sobretudo, da duracdo do tratamento (MARGIORIS; GRAVANIS; CHROUSOQOS, 1997;
WANNMACHER; FERREIRA, 2004b; HOWLAND; MYCEK, 2006).

Exercem sua acdo analgésica e antiinflamatéria impedindo a liberacdo de &cido araquid6nico
da membrana das células lesadas (pela inibicdo das fosfolipases), diminuindo também a transcrigdo
de alguns genes responsaveis pela expressdo de algumas citocinas, ou ainda pela inibicdo de fungdes
especificas de linfocitos e alteracdo em grau de fibrose (CHROUSOS, 1995; BORNE, 2002;
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COCICOV et al., 2004; WANNMACHER; FERREIRA, 2004b; HOWLAND; MYCEK, 2006);
afetando nitidamente elementos e etapas da reacdo inflamatoria. Além disso, inibem multiplos sitios
do sistema imunitario, interferindo tanto na imunidade humoral quanto na celular
(WANNMACHER; FERREIRA, 2004b).

1.3 O complexo fendmeno da dor

A dor é uma condigdo complexa, muitas vezes de etiologia indefinida, com valor bioldgico
fundamental. Sem dor seria impossivel a vida normal; ela funciona como um mecanismo de defesa,
sendo uma resposta adaptativa e protetora ao estresse ambiental. Porém é um sintoma desagradavel e
individual, causando limitaces, incapacidade e sofrimento, afetando tanto o fisico quanto o psiquico
(SILVA; MORAES, 2000; TEIXEIRA; SOUZA, 2001; SILVERTHORN, 2003).

O comité de taxonomia da Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) conceitua
a dor como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, que é associada ou descrita em
termos de lesdes teciduais (WALL; MELZACK, 1994; PRADO, 2001). Entretanto, muitas vezes,
manifesta-se mesmo na auséncia de agressdes teciduais vigentes, envolvendo aspectos emocionais,
psicolégicos e comportamentais da percepcdo da dor (SMITH, 1992a; TEIXEIRA, 2001a;
HANSON, 2004; WANNMACHER; FERREIRA, 2004c).

Os estimulos e as condi¢Bes que causam a dor podem variar e dependem em parte do tecido
especifico e da natureza, intensidade e duracdo do estimulo. Em geral, os estimulos que s&o
percebidos como dolorosos tém o potencial de causar dano aos tecidos (SMITH, 1992a).

Associada a lesdo tecidual prolongada ou processo degenerativo de origem central ou
periférica, a dor resulta de multiplas e complexas modificagfes em vias nociceptivas, incluindo
desde alteracfes de excitabilidade de fibras nervosas aferentes até mudancas de fenétipo celular,
estrutura neural, sinapses e expressao de novas moléculas, incluindo enzimas, neurotransmissores e
receptores. AlteracBes estruturais, particularmente apos lesdes de nervos periféricos, também podem
ser vistas, incluindo perda de interneurdnios medulares, rearranjo inadequado de processos nervosos
aferentes na medula espinhal e proliferacdo de fibras simpéticas em ganglios sensitivos. A
ocorréncia dessa multiplicidade de processos ndo é uniforme, dependendo de tecido lesado,
envolvimento de tipos especificos de fibras aferentes e participacdo do sistema imune (PLEUVRY;
LAURETTI, 1996; MACFARLANE et al., 1997; FERREIRA; TORRES, 2004).

1.3.1 Os principais tipos de dor
Essencialmente, devemos reconhecer dois tipos de dor: a aguda e a crénica (PRADO, 2001).
A dor aguda ou fisiologica resulta da estimulacdo nociva intensa ou potencialmente
injuriante, é bem localizada, e tem curta duracdo quando ndo ocorre dano tecidual, frequentemente
esvaecendo-se sem que medidas especiais sejam adotadas. Geralmente é causada por processos

identificaveis, sejam inflamatorios, espasticos ou isquémicos. O papel dessa dor € simples, mas
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importante, como sinal de alerta, indicando perigo, risco, ja que informa ao corpo sobre o perigo
potencial e, via de regra, inicia respostas reflexas de retirada do segmento corporal da fonte do
estimulo nocivo. E funcionalmente garantida por NAPs (neurdnios aferentes primarios)
especializados, capazes de codificar o estimulo nocivo quanto a sua modalidade, intensidade,
duracéo e localizagdo (BROWN; BOTTOMLEY, 1990; TURK; MELZACK, 1992; PRADO, 2001).
Ja a dor crénica, ou patoldgica, ocorre em resposta a lesdo tecidual e é caracterizada pela
sensacdo de dor em resposta a estimulos normalmente indcuos ou mesmo pela ocorréncia de dor
espontanea, persistindo por mais tempo do que o esperado para a cura da lesdo. Muitas vezes
apresenta etiologia incerta, ndo desaparece com o emprego dos procedimentos terapéuticos
convencionais e é causa de incapacidades e inabilidades prolongadas. Representa um fendmeno de
sensibilizacdo nociceptiva, com reducdo do limiar a dor (alodinia), amplificagdo da resposta a
estimulos nocivos (hiperalgesia) e sensacdo de dor prolongada apds estimulagdo (hiperpatia).
Mesmo a dor crénica possui uma fase aguda, geralmente associada a dano tecidual e inflamagéo. Na
fase cronica, a dor estd geralmente associada a alteracbes ou danos ao tecido nervoso,
caracterizando-se a dor neuropética, comum especialmente em idosos. Nesta condi¢do, a dor
aparentemente perde qualquer funcdo adaptativa e torna-se de fato patolégica (BROWN,;
BOTTOMLEY, 1990; FEUERSTEIN; HICKEY, 1992; PLEUVRY; LAURETTI, 1996;
MACFARLANE et al., 1997; WOOLF; MARNION, 1999; FERREIRA, 2001; PERISSINOTTI,
2001; PRADO, 2001; TURK; OKIFUJI, 2001; MCQUAY, 2002; FERREIRA; TORRES, 2004).
Segundo Wannmacher e Ferreira (2004c), a dor pode ser classificada, ainda, segundo
critérios topogréaficos (localizada e generalizada; tegumentar e visceral), fisiopatoldgicos (organica e

psicogénica) e de intensidade (leve, moderada e intensa).

1.3.2 Nocicepcdo: a percepg¢do da dor

A nocicep¢do € um fenbmeno subjetivo que pode variar através das dimensdes de
intensidade e severidade, duragdo, qualidade (aguda, sutil, em queimacdo, etc.), freqiiéncia,
recorréncia, padrdo e localizacdo (SMITH, 1992a). Refere-se a percepcdo e a resposta do corpo a
dor, ou seja, ¢ atividade do sistema nervoso aferente, induzida por estimulos nocivos, tanto exégenos
(mecanicos, quimicos, fisicos e biologicos) quanto enddgenos (inflamacdo, aumento de
peristaltismo, isquemia tecidual). Sua recep¢do em nivel periférico se d4 em estruturas especificas
denominadas nociceptores (PRADO, 2001; WANNMACHER; FERREIRA, 2004c).

Os nociceptores (do latim nocere, machucar) sdo estruturas responsaveis pela sensacao
periférica inicial do fenémeno doloroso. Representam as terminacgdes livres do axénio periférico do
NAP, e muitos deles sdo “silenciosos” em condi¢Ges normais, sendo ativados apenas em condi¢des
patologicas (por exemplo, em processos inflamatérios). Estdo localizados em todo o corpo

(superficie cutanea e mucosa), exceto no cérebro e tecido 0sseo, e existem desde o inicio da sexta
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semana, o que se pressupde sensacbes dolorosas primitivas, mesmo nos fetos no inicio da gestacéo
(REDBURN; DAHL, 1998; CORDEIRO; COELLI, 2000; PRADO, 2001; TEIXEIRA, 2001b).

Séo classificados conforme o tipo de estimulo capaz de ativa-los e as caracteristicas da
resposta. Os mecanonociceptores (ou mecanorreceptores) sdo nociceptores Ad de alto limiar,
normalmente responsivos apenas a estimulos mecénicos nocivos intensos, mas a aplicagao repetitiva
de estimulos térmicos nocivos é capaz de sensibiliza-los. Os nociceptores polimodais (tipo C)
representam cerca de 95% das unidades sensoriais da pele humana e respondem a estimulos nocivos
mecanicos, térmicos ou quimicos. Os nociceptores para o frio (tipo Ad ou C) sdo sensiveis a intensa
estimulacdo nociva provocada por baixas temperaturas. Os quimiorreceptores sdo particularmente
sensiveis a agentes irritantes em potencial, como altos niveis de potassio, extremos no pH do tecido,
bradicinina e histamina (CAMPBELL et al., 1989; REDBURN; DAHL, 1998; CORDEIRO; COELI,
2000; PRADO, 2001).

Os nociceptores sdo 0s Unicos dentre os receptores sensoriais cuja sensibilidade a estimulos
aumenta depois que o tecido na &rea proxima a terminacdo nervosa tenha sido danificado, num
processo chamado hiperalgesia primaria, que ocorre no sitio da injuria. Mudangas podem também
ocorrer em neurdnios do SNC, como exibicao de limiares diminuidos, e/ou aumento do tamanho do
campo receptivo (hiperalgesia secundaria). Tanto a hiperalgesia primaria quanto a secundaria estao
ligadas a uma liberacdo maior que o normal de substancias neuroativas que sensibilizam receptores
sensoriais proximos ou neurénios centrais (REDBURN; DAHL, 1998).

Os ganglios da raiz dorsal, onde se encontram os corpos celulares dos NAPs, sintetizam
diversas substancias com potencial para atuar como neurotransmissores ou neuromoduladores da
dor. A partir do corpo celular do NAP, estas substancias podem ser transportadas tanto para o ramo
periférico quanto para o ramo central do NAP, exercendo papel na dor tanto periférica quanto
centralmente. Substancia P, glutamato, neurocinina A, peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), colecistocinina (CCK), nociceptina e peptideo intestinal vasoativo (VIP) sdo substancias
produzidas no ganglio da raiz dorsal e capazes de estimular células espinhais nociceptivas. Peptideos
opidides (encefalinas e dinorfinas), somatostatina e galanina sdo também produzidos no ganglio da
raiz dorsal, mas possuem predominantemente acdo inibitdria sobre células nociceptivas espinhais
(PRADO, 2001).

Os terminais periféricos dos NAPs (nociceptores) sdo sensibilizados pela agdo de substancias
guimicas, denominadas algiogénicas, presentes no ambiente tecidual. Entre elas destacam-se a
bradicinina (receptores tipo B,), prostaglandinas dos tipos I, (prostaciclinas) e E,, opibides
(receptores tipos p e d), histamina, serotonina, noradrenalina (receptor tipo [,), tromboxano,
substancia P, interleucinas e acetilcolina, substancias que podem ser liberadas em tecidos lesados

durante a inflamagéo, o que acaba por facilitar a geragdo local de estimulos, chamada de fen6meno
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de hipersensibilizacdo ou hiperalgesia periférica (CAMPBELL et al., 1989; CORDEIRO; COELI,
2000; PRADO, 2001; TEIXEIRA, 2001b; SILVERTHORN, 2003).

1.3.3 A conducéo do estimulo doloroso

Segundo Teixeira (2001c), em condi¢cGes normais, a informacdo sensorial é captada pelas
estruturas do sistema nervoso periférico (SNP) e transmitida para unidades do SNC, onde €
decodificada e interpretada (Figura 2).
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Figura 2 — Transmissdo neuroldgica do estimulo doloroso. Fonte: Hamilton (2007), ilustragdo de

Jason McAlexander. Copyright © Wild Iris Medical Education.

Os fendbmenos apreendidos pelos nociceptores sdo traduzidos como atividade elétrica e
levados as terminacBes nervosas periféricas, sendo conduzidos até o ganglio da raiz dorsal. A partir
desse ganglio, a informacéo continua sendo conduzida até a medula espinhal, ao longo do axdnio
central do NAP (CORDEIRO; COELI, 2000; PRADO, 2001). Estes impulsos, além de informar
sobre todos os componentes da dor, ativam também estruturas cerebrais capazes de modular a
passagem de novos impulsos nociceptivos do NAP para células espinhais (PRADO, 2001).

Os estimulos dolorosos séo transmitidos por vias aferentes que penetram no SNC (onde se
tornam uma sensacao consciente) por dois sistemas de fibras. As fibras sensitivas denominadas Ad
(A-delta, pequenas e pouco mielinizadas, de conducdo répida) e C (pequenas e amielinicas, de

condugdo mais lenta) sdo representantes do SNP e levam o estimulo nervoso até a medula espinhal
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(DEWEY; BRASE; WELCH, 1997; GANONG, 1998; CORDEIRO; COELI, 2000;
SILVERTHORN, 2003).

As fibras Ad, que correspondem a via neoespino-talamica (somatotopica, filogeneticamente
mais recente e constituida pelo trato espino-talamico lateral), sdo responséveis pela sensa¢do da dor
primaria, rapida, as vezes denominada dor somética (descrita como uma sensacdo intensa aguda,
penetrante, cortante ou em ferroada, e localizada). Possuem um limiar alto (isto &, exigem um
poderoso estimulo mecénico) e penetram na medula espinhal através do corno dorsal (DEWEY;
BRASE; WELCH, 1997; CORDEIRO; COELI, 2000; SILVERTHORN, 2003; MACHADO, 2006).

As fibras C, correspondentes a via paleoespino-talamica (ndo-somatotopica, mais antiga,
constituida pelo trato espino-reticular e as fibras reticulo-talamicas), sdo responsaveis pela sensagdo
de dor secundaria, lenta, as vezes denominada visceral (difusa e espalhada, constante, ardida, em
queimacdo), a qual persiste mesmo apds o cessar do estimulo doloroso. S&o polimodais (isto é,
medeiam estimulos mecanicos, térmicos e quimicos). Essas fibras C também penetram na medula
espinhal através do corno dorsal (DEWEY; BRASE; WELCH, 1997; CORDEIRO; COELI, 2000;
SILVERTHORN, 2003; MACHADO, 2006).

Na medula espinhal, a informacdo dolorosa caminha rapidamente para a substancia
gelatinosa no corno dorsal, cruza para o lado oposto da medula, onde ascende em direcéo ao cérebro
através dos tratos espinotaldmicos até o talamo e outros centros, como a formagdo reticular, o
sistema limbico e o cortex somatossensorial, onde o sinal é interpretado e inicia-se a modulagdo da
dor (GARRISON, 1990; CORDEIRO; COELI, 2000; WANNMACHER; FERREIRA, 2004c).
Contudo, h& reflexos que ndo exigem integragdo no encéfalo, sendo denominados reflexos
medulares (SILVERTHORN, 2003).

De acordo com Wannmacher e Ferreira (2004c), toda a atividade nervosa esta vinculada a
presenca de neurotransmissores e neuromoduladores, tanto nas vias aferentes (substancia P, GABA,
colecistocinina, somatostatina, encefalinas) quanto nas eferentes (acetilcolina, dopamina,

noradrenalina, serotonina e encefalinas).

1.3.4 Modulacéo da dor: vias da analgesia

Nossa percepcdo da dor estéa sujeita & modulagdo em varios niveis do sistema nervoso. Uma
vez percebida, o cérebro realiza sua modulagdo, mediante vias eferentes inibitdrias e liberacdo de
neuromoduladores como os opidides enddgenos, ou ainda, a dor € modulada antes mesmo de ser
percebida pelo cérebro (SILVERTHORN, 2003; WANNMACHER; FERREIRA, 2004c).

Vaérios peptideos opidides enddgenos e receptores opidides relacionados a regulagéo da dor
ja foram identificados. Estes peptideos sdo ligantes naturais para receptores especificos, produzidos

naturalmente pelo organismo, e compreendem trés grandes familias: as encefalinas, as endorfinas e
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as dinorfinas (GUTSTEIN; AKIL, 2001; KRAYCHETE, 2002b; FERREIRA; HIDALGO;
CAUMO, 2004).

Os opitides enddgenos exercem sua acao analgésica nos sitios espinhal e supraespinhal. Eles
também produzem analgesia por um mecanismo periférico de acdo associado com 0 processo
inflamatério. No SNC, exercem uma ac¢do neuromodulatéria ou de neurotransmissao inibitoria
(hiperpolarizando as membranas celulares pré- ou pés-sinapticas, levando & menor liberagdo de
neurotransmissores excitatorios como acetilcolina, norepinefrina, dopamina, serotonina e substancia
P na fenda sinaptica) nos neurdnios aferentes sinalizadores da dor no corno dorsal da medula
espinhal e nas vias neuronais interconectadas para sinais dolorosos dentro do cérebro (FRIES, 2002;
KRAYCHETE, 2002b).

Os sistemas de controle da dor descem pela medula espinhal através do funiculo dorsolateral
até o corno dorsal, onde inibem os neurbnios que sdo ativados por estimulos nociceptivos. Os
centros superiores conectados a esses sistemas descendentes incluem a regido cinzenta periaquedutal
e varias sub-regides do bulbo. Estas regides contém receptores opidides e a capacidade da morfina
de inibir a percepcao dos estimulos nociceptivos pode envolver a ativacdo dessas vias descendentes
(DEWEY; BRASE; WELCH, 1997).

A dor pode também ser suprimida no lado dorsal da medula espinhal antes que o estimulo
seja enviado para os tratos ascendentes da medula espinal. Normalmente, os interneurénios estao
tonicamente ativos dentro da medula, inibindo as vias ascendentes para a dor. As fibras C que
partem da sinapse dos nociceptores estdo sobre os neurdnios inibitérios. Quando ativadas por um
estimulo doloroso, as fibras C simultaneamente excitam as vias ascendentes e bloqueiam a inibi¢do
tonica. Essa acdo permite que o sinal da dor vindo da fibra C viaje livremente para o encéfalo
(SILVERTHORN, 2003).

Na teoria da passagem da modulacdo da dor, os neurdnios AB e Ad provenientes dos
receptores somaticos ndo irritaveis também fazem sinapse com os neurdnios inibitérios, aumentando
assim a atividade dos mesmos. Se um estimulo simultdneo chega aos neur6nios inibitérios vindo das
fibras A e C, a resposta integrada é uma inibicdo parcial da via ascendente da dor. Assim, a dor
percebida pelo encéfalo é menor (SILVERTHORN, 2003).

1.3.5 Os agentes analgésicos e seus mecanismos de acao

Vérios procedimentos podem contribuir para reduzir a dor e o sofrimento. A avaliacdo das
caracteristicas da dor é fundamental para a instalacdo das medidas terapéuticas apropriadas
(TEIXEIRA, 2001d).

O tratamento da dor aguda e da crénica é multimodal e envolve o uso de intervengdes
farmacoldgicas, psiquicas, fisicas, a utilizagdo de bloqueios anestésicos regionais e métodos
neurocirurgicos (KRAYCHETE, 2002a).
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Realiza-se analgesia quando se atinge um estado em que o individuo ndo sente mais dor,
através da interrupcdo dos impulsos nociceptivos (BATISTETTI, 2001; WANNMACHER,;
FERREIRA, 2004c). J& a anestesia significa, literalmente, a perda da sensacdo dolorosa e de outras
sensacOes, associada a perda de consciéncia (anestesia geral) ou ndo (anestesia local) (SMITH,
1992b; SUNG; HOLTZMAN, 1997; BEATTIE, 2001; FRIES, 2002; JOHNSON, 2004;
WANNMACHER; FERREIRA, 2004c).

Vérias classes de farmacos séo utilizadas na prevencdo e no tratamento da dor, dependendo
da intensidade, duragdo e da natureza do estimulo doloroso (DEWEY; BRASE; WELCH, 1997;
TEIXEIRA; VALLE, 2001). Incluem ndo apenas analgésicos opidides, mas também anestésicos
locais, anestésicos gerais, AINEs (aspirina, acetaminofeno, ibuprofeno, etc.) e medicamentos
adjuvantes (FOLEY; MACALUSO, 1992; PATT, 1992; SMITH, 1992a).

1.3.5.1 Analgésicos opioides

Analgésicos opidides (morfina, codeina, metadona, fentanil, etc.), historicamente chamados
analgésicos narcoticos, sdo farmacos que mimetizam a agdo dos peptideos opidides endogenos
quando da ligagdo aos receptores especificos. Desde o inicio da civilizagdo, tém sido um dos
compostos mais importantes para o alivio das dores agudas e cronicas (DEWEY; BRASE; WELCH,
1997; FRIES, 2002; KRAYCHETE, 2002b; SMITH, 1992a; FERREIRA; HIDALGO; CAUMO,
2004; HANSON, 2004). Os opiodides podem ser classificados como agonistas, agonistas-
antagonistas e antagonistas, diferindo nos mecanismos de acdo e a¢fes farmacoldgicas de acordo
com o receptor e suas caracteristicas (HOUDE, 1979; FERRER-BRECHNER; GANZ, 1984; PATT,
1992; SPIEGEL, 2001; CARVALHO, 2002; KRAYCHETE, 2002b).

De uma forma geral, o efeito analgésico relaciona-se com depressdo de mecanismos centrais
envolvidos na nocicepgdo (redugdo da transmissdo medular de impulsos periféricos e reforgo dos
sistemas eferentes inibitdrios) e, sobretudo, com a interferéncia na interpretacdo afetiva da dor, pois
também atuam no sistema limbico (HOUDE, 1979; FERRER-BRECHNER; GANZ, 1984; FOLEY;
MACALUSO, 1992). Ha inibicdo direta da transmissdo ascendente da informacao nociceptiva, a
partir do corno dorsal da medula espinhal, reducdo da liberagdo dos neurotransmissores pelas
terminacgdes das fibras C e ativacdo de circuitos de controle de dor que descendem para a medula
(GUTSTEIN; AKIL, 2001; SAKATA, 2001). Também se propGem acGes analgésicas periféricas
para esses farmacos (FERREIRA; HIDALGO; CAUMO, 2004).

1.3.5.2 Analgésicos ndo-opidides: AINES
Os analgésicos nao-opidides tém propriedades analgésica, antitérmica e antiinflamatéria
relacionadas a inibicdo das COX; e ndo apresentam o risco do vicio. S&o indicados para dores leves

ou moderadas, associadas ou ndo a reacdo inflamatdria periférica, com a vantagem de induzir efeitos
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adversos menos graves que o0s opidides (PRESCOTT, 2000a; 2000b; FERREIRA;
WANNMACHER, 2004; HANSON, 2004).

A inibicdo da atividade das COX pode resultar em acimulo de &cido araquidénico e desvio
dessa substancia para metabolismo pelas lipoxigenases e epoxioxigenases. Isso provocaria alteragdes
nos niveis de metabdlitos ndo-prostandides que podem estar envolvidos no processo nociceptivo.
Outros autores, entretanto, sugerem que os AINEs ao aumentarem os niveis de acido araquidbnico
facilitariam o impulso nociceptivo através da liberacdo de neuromediadores pré-sinapticos
(glutamato). Por outro lado, a literatura relata que o aumento do 12-HPETE pode produzir depressao
sinaptica e analgesia (KRAYCHETE, 2002a).

O fato de existirem agentes (como acetaminofeno) que inibem fracamente ou ndo interferem
na atividade das prostaglandinas, mas que possuem acdo analgésica, evitando a hiperalgesia,
fortalece a hipdtese de que existem outros mecanismos de acdo para os AINES, provavelmente
relacionados a inibicdo da hiperexcitabilidade neuronal central e periférica durante a transmissao
nociceptiva, sinérgica aos agonistas alfa-2 e opidceos (GEBHART; MCCORMACK, 1994;
KRAYCHETE, 2002a; BASSANEZZI; OLIVEIRA FILHO, 2006).

E possivel, ainda, que os AINEs atuem na membrana plasmatica, alterando a viscosidade e a
conformacgdo da subunidade alfa da proteina G. Isso interfere no processo decorrente da acdo de
neurotransmissores excitatorios (aspartato, glutamato, substancia P) em receptores metabotrépicos
(mGlu) e a coativacdo de receptores ionotropicos (NMDA, AMPA, cainato), alterando a atuacdo da
fosfolipase C sobre segundos mensageiros (PIP; — IP; — DAG — PKC) necessarios para o0 aumento do
fluxo intracelular de calcio e a atuacdo da fosfolipase A,. A fosfolipase A levaria ao aumento das
prostaglandinas espinhais e NO, que iniciam e perpetuam o processo de sensibilizacdo medular a
dor. Outra possibilidade é que os AINEs podem interferir na beta-oxida¢cdo do acido palmitico,
competindo pela cadeia longa da acil-CoA sintetase. O palmitoil-CoA regula a atividade da
glutaminase que indiretamente modula a sintese do glutamato. A reducdo da concentragdo do
glutamato no SNC diminui a transmissao da dor (KRAYCHETE, 2002a).

Com relagdo a agdo sobre as vias descendentes inibitorias da dor, existem relatos de que os
AINEs provoguem analgesia devido ao aumento dos niveis centrais de dopamina. Essa substancia
regularia a atividade da glutamato-alfa descarboxilase, que é uma enzima que catalisa a formacéo do
GABA através do glutamato, afetando, assim, as vias gabaérgicas inibitdrias. Outra possibilidade
descrita para explicar a inibicdo da dor a nivel central seria a elevagdo dos niveis de serotonina e
noradrenalina, agentes que interferem na permeabilidade da membrana celular aos ions potassio e
cloro. Esse efeito é decorrente da acdo competitiva dos AINEs sobre os sitios de ligacdo do
triptofano ou peptideos precursores das proteinas circulantes (KRAYCHETE, 2002a).

Apesar da dipirona e do acetaminofeno (paracetamol) serem as medicagBes analgésicas e

antipiréticas mais populares, apresentam pouca eficAcia como antiinflamatorios nas doses
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terapéuticas, e seus mecanismos de acdo permanecem controversos (ROBERTS II; MORROW,
2001; BASSANEZI; OLIVEIRA FILHO, 2006). Alguns estudos sugerem que a inibicdo da COX-2
ou ainda a sensibilidade diferenciada das enzimas em diferentes tecidos possam explicar seus efeitos
farmacoldgicos (BRODY, 1997; CAMPOS et al., 1999; ROBERTS II; MORROW, 2001).

Avaliando o liquor humano, Levy et al. (1998) demonstraram a redugéo de tromboxano ap6s
a utilizacdo de dipirona (derivado da pirazolona), o que poderia explicar seu efeito analgésico e
antitérmico. Outros autores descreveram a COX-3, provavelmente uma variante da COX-1, presente
principalmente no cortex cerebral, cuja inibicdo seletiva poderia representar o mecanismo primario
central da acdo analgésica de drogas como a dipirona e o acetaminofeno (CHANDRASEKHARAN
et al., 2002).

1.4 O uso de produtos naturais na medicina popular

Produtos naturais tém sido a maior fonte de drogas por séculos. Atualmente, 25% dos
produtos farmacéuticos usados provém de compostos naturais, levando a um forte interesse em
pesquisas nesta area (CLARK, 2002). Muitos autores tém se dedicado a avaliar os beneficios no
estudo de plantas (BORRIS, 1996; BOYD, 1996; ELISABETSKY; COSTA-CAMPOS, 1996;
SOEJARTO, 1996; TURNER, 1996).

Recentemente, apesar de varias drogas classicas derivadas de plantas terem perdido muito
espaco para os de origem sintética, outras tém aparecido e recebido atengdo especial e status
terapéutico. Um indicio do “renascimento” de farmacos derivados de fontes vegetais é a grande
guantidade e o progresso de pesquisas clinicas, especialmente nas 4areas dos agentes
anticancerigenos (taxol, podofilotoxina e camptotecinas) e dos antimalaricos, como a artemisina
(DAVID; DAVID, 2002).

O uso de produtos naturais como agentes anticAncer tem uma longa histéria que comegou
com a medicina popular e através dos anos tem sido incorporado na medicina alopatica (COSTA-
LOTUFO et al., 2005; NATESAN et al., 2007). Produtos derivados de plantas como flavondides,
terpenos e alcaldides (KEITH et al., 1990; OSAWA; KAWAKISHI; NAMIKI, 1990; DI CARLO et
al., 1999), entre outros, tém recebido consideravel atencdo por causa de suas potenciais propriedades
farmacoldgicas, incluindo efeitos citotdxicos, antitumorais e quimiopreventivos (ROJA; HEBLE,
1994; INDAP et al., 2006; KINTZIOS, 2006). Muitas drogas frequentemente utilizadas em
guimioterapia como vincristina, taxol, e outras foram isoladas de espécies vegetais ou derivadas de
prototipos naturais (GUPTA et al., 2004; COSTA-LOTUFO et al., 2005). Ainda hoje, muitos
compostos vegetais tém sido testados em busca de atividade anticAncer e/ou investigados
fitoquimicamente para o entendimento de suas a¢des tumoricidas (PREMALATHA; RAJGOPAL,
2005).
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Por outro lado, o uso de plantas medicinais, de forma combinada ou isolada, como drogas
antiinflamatorias e analgésicas na medicina popular é uma pratica comum, proporcionando alivio de
sintomas comparavel aquele obtido com medicamentos alopéaticos, embora na maioria das vezes 0s
principios ativos das plantas sejam desconhecidos (ABAD et al., 1996; JAVAN et al., 1997).

A maioria das drogas clinicamente importantes para o tratamento de varias doencas
inflamatorias pertence a terapéuticas quimicas esteroidais ou nao-esteroidais. Embora estas drogas
tenham atividade poderosa, elas possuem varios e severos efeitos adversos. Por essa razdo, 0s
agentes de origem natural com poucos efeitos colaterais sdo necessarios como substitutos para as
terapéuticas quimicas (VERPOORTE, 1999; CHOI; HWANG, 2003).

O uso de extratos de plantas medicinais é um habito bem difundido no Brasil especialmente
em dreas rurais (NAPOLITANO et al., 2005). Este habito pode ser explicado pela crenca de que as
plantas apresentam efeitos terapéuticos sem causar toxicidade ao organismo (BOSSOLANI, 2000), e
também pelo fato de o pais possuir uma flora abundante — estimada em cerca de 40000 a 60000
espécies — e apresentar uma medicina tradicional rica, devido provavelmente & populacdo multi-
racial (FARNSWORTH; SOEJARTO, 1991). Estudos relacionados as atividades antiinflamatoria,
antimicrobiana, antitumoral e citotoxica de algumas espécies vegetais encontradas no Brasil tém
sido realizados (HOLETZ et al., 2002; SUYENAGA et al., 2002; SANTOS PIMENTA et al., 2003).

Embora a utilizacdo dessas drogas tenha uma tradicéo, e seus usos medicinais e seguranca
sejam bem conhecidos pelos povos nativos, seu lugar ainda necessita ser organizado na terapéutica,
através de estudos cientificos requeridos para testar sua eficacia, propriedades e limitagdes (ABAD
et al.,, 1996; DAVID; DAVID, 2002). A avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos de extratos brutos
vegetais pode ainda ser usada como uma estratégia de pesquisa légica para a busca de novas drogas
(JAVAN et al., 1997).

1.4.1 As aplicacGes de Caesalpinia ferrea

Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var. ferrea é uma arvore que pertence a familia
Leguminosae-Caesalpinioideae (Caesalpiniaceae) e que cresce em todo o Brasil (BRAGANCA,
1996; LORENZI, 2002), sendo largamente distribuida nas regides Norte e Nordeste, principalmente
em Pernambuco e no Ceard (ALZUGARAY, 1984). Em Pernambuco acha-se predominantemente
nas areas pobres da Regido do S&o Francisco e nos municipios de Floresta e de Buique. E conhecida
vulgarmente como pau-ferro ou juca.

Possui flores amarelas pequenas e em cachos; frutos de cor marrom escura, do tipo legume
(vagem), com sementes escuras; folhas compostas; altura de 10-15 m, com tronco curto de 40-60
cm de didmetro, que fornece madeira para construgdo civil e lenha. A arvore é bastante ornamental
(Figura 3), podendo ser empregada na arborizacdo de ruas e avenidas e aproveitada para plantios
em éreas degradadas (PIO CORREA, 1984; LORENZI, 2002). Além disso, o pau-ferro é
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considerado uma forrageira importante no Nordeste, tanto pela sua adaptacdo natural & regido, como
também por fornecer forragem durante a seca (NASCIMENTO et al., 2002).

Algumas das propriedades terapéuticas de C. ferrea tém sido descritas, e incluem tratamento
de ferimentos e contus@es, alivio de tosse cronica e asma (BRAGA, 1976; HASHIMOTO, 1996).
Além disso, algumas pesquisas mostram que o jucé possui a¢do antifingica e antibacteriana (LIMA
et al., 1994; XIMENES, 2004), antiulcerogénica (BACCHI; SERTIE, 1994; BACCHI et al., 1995) e
antiinflamatoéria; bem como propriedades analgésicas (THOMAS; ARAUJO; SOUZA, 1988;
CARVALHO et al., 1996). Os frutos tém sido usados também no tratamento de diabetes
(BALBACH, 1972) e na prevencdo do cancer (NAKAMURA et al., 2002a). Os constituintes
extraidos dos extratos alcoolicos ja foram avaliados in vivo quanto ao seu efeito antitumoral em
processos carcinogénicos de pele, no segundo estagio (NAKAMURA et al., 2002b).

As raizes do pau-ferro sdo utilizadas como antipiréticas e antidiarréicas, e a decoccdo da
madeira é anticatarral e cicatrizante (PENNA, 1964; PIO CORREA, 1984; LEWIS, 1987). A casca
do caule é usada como descongestionante, no tratamento da enterocolite, diarréia (BALBACH,
1972), para o tratamento de diabetes e contra reumatismo (BRAGANCA, 1996; GOMES, 2003),
mostrando ainda possiveis beneficios no sistema cardiovascular dos usuarios (MENEZES et al.,
2007). Um estudo fitoquimico preliminar do extrato hidroalcodlico da casca do caule e das folhas
demonstrou a presenca de flavondides, saponinas, taninos, cumarinas, esterdides e compostos
fendlicos (GONZALEZ; BARROS; BACCHI, 2004).

O extrato aquoso de C. ferrea mostrou-se, ainda, eficaz no estimulo da mielopoiese frente &
listeriose e tumor ascitico de Ehrlich em ratos, promovendo certa protegdo contra dose letal de
Listeria monocytogenes e aumentando a sobrevivéncia dos animais, respectivamente (QUEIROZ et
al., 2001).

(2002).

A utilizagdo e a comercializagdo de extratos aquosos e alcodlicos, farinha de diversos
tecidos e da vagem de C. ferrea para aplicacdes na medicina popular desperta o interesse desta
planta para estudos biotecnoldgicos (XIMENES, 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar atividades citétoxica, antitumoral, antiinflamatdria e analgésica do extrato bruto

aquoso e de uma fragéo parcialmente purificada obtidos da vagem de C. ferrea.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Obter o extrato bruto aquoso (CE); e a fragdo parcialmente purificada (F80) através de

precipitacdo com sulfato de amonio;

2.2.2 Avaliar atividade citotoxica in vitro de CE e F80 utilizando as linhagens celulares NCI-
H292 e HEp-2;

2.2.3 Determinar a LDs, para CE e F80;

2.2.4 Avaliar in vivo atividade antitumoral de CE e F80 utilizando as células do tumor Sarcoma-
180;

2.2.5 Avaliar as atividades antiinflamatdria e analgésica de CE e F80.
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Abstract

Caesalpinia ferrea (Leguminosae) is a tree largely distributed in Brazil and used popularly
for many purposes, including cancer prevention. The aim of this study was to evaluate the
cytotoxic and antitumor effects of the crude aqueous extract (CE) and a fraction (F80) from its
pod, using NCI-H292 and HEp-2 cell lines for MTT in vitro test and the solid tumor Sarcoma-
180 for in vivo assay. Results revealed that only F80 inhibited NCI-H292 cell growth (25.6%;
14.3% and 7.8%, at 50; 25; and 12.5 pg/mL, respectively); and the Sarcoma-180 tumor weight
reduction promoted by F80 was not significative (8.68%, at 100 mg/kg body weight). CE and
F80 did not reduce HEp-2 cell line growth. LDs, for both preaparations was determined as 2500
mg/kg body weight. Therefore, we conclude that CE and F80 have no significant cytotoxic and
antitumor activities over cell lines and solid tumor tested; otherwise, their low toxicity allows the
use of CE and F80 with a certain safety in other situations.

Keywords: Caesalpinia ferrea; Cytotoxicity; LDso; Antitumor activity



1 Introduction

Tumor growth inhibition has been a
continuous effort in cancer treatment. A
reduction in cell growth and an induction in
cell death are two major means to inhibit
tumor growth (Wu et al., 2002).

Natural products have been considered
as a valuable source for anticancer drug
discovery and many medical herbs have been
long used, playing an important role in the
treatment of cancer (Pezzuto, 1997; Kawada et
al., 2001; Mujoo et al., 2001; Prozesky et al.,
2001 Schwartsmann et al., 2002). In fact, most
new clinical applications of plant derivatives
over the last half century have been tryed with
the aim of combating cancer (Newman et al.,
2000, 2003; Butler, 2004). Many drugs
frequently used in chemotherapy, as
vincristine, taxol, camptothecins and others,
were isolated from plants or derived from
natural prototypes (Gupta et al., 2004; van der
Heijden et al., 2004; Costa-Lotufo et al.,
2005).

Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var.
ferrea (Leguminosae) its a tree that grows
throughout Brazil, specially in North and
Northeast regions (Braganca, 1996; Lorenzi,
2002).

C. ferrea aqueous and alcoholic
preparations are used popularly for treatment
of a number of diseases such diabetes,
cancer; and

rheumatism, symptoms, as

diarrhea, inflammation, pain and others
(Balbach, 1972; Braganca, 1996; Hashimoto,
1996; Nakamura et al., 2002a; Gomes, 2003).

Some of its therapeutic properties have been

studied, antitumor  effect
(Nakamura et al., 2002a, 2002b).

The purpose of the present study was

including its

to evaluate the cytotoxic and antitumor
activities of crude aqueous extract and a
fraction of the C. ferrea pod against two
different cancer cell lines and a solid tumor, in
order to validate one of the popular medicinal

uses of this plant.

2 Materials and methods
2.1 Plant material

C. ferrea pods were collected from
Ibimirim City, State of Pernambuco,
Northeast Brazil, in August (period of fruit

abundance), 2006.

2.2 CE and F80 preparations

Crude aqueous extract (CE) was
prepared using pod powder in 0.9% NaCl
(10% wi/v) by gentle shaking for 16 h, at 4 °C,
passed through gauze, centrifuged (10000 X
g) for 15 min and filtered. Thereafter, proteins
were precipitated during 4 h by 0-80%
ammonium sulphate fractionation at room
temperature, and the resuspended precipitate
was dialyzed against distilled water followed
by 0.9% NaCl (obtaining F80). Samples were
stored at -20 °C and subsequently lyophilized.
The yield of total dried powder was 25% and
2.94% for CE and F80, respectively.

2.3 Animals
Swiss albino female and male mice
(Mus musculus) weighting approximately 33 g

(= 50-day-old), were obtained from the
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Bioterium of the Antibiotics Department of the
Federal University of Pernambuco (UFPE) and
maintained  under  constant  conditions
(temperature: 20 £2 °C, humidity: 40-60%, 12-
h light/ 12-h dark cycle). The mice were
allowed to access standard rodent chow diet
(Purina® and water ad libitum. These
experiments were approved by the Ethics
Committee for Animal Experimentation of the
Biological Sciences Center of the Federal
University of Pernambuco, Brazil (CEEA -

UFPE).

2.4 Cytotoxic activity evaluation
Cell lines:
e NCI-H292:

continuous line of mucoepithelioid

corresponding to a

cells from human lung carcinoma.
e HEp-2 (Human Epidermoide Cancer
Cells): derived from human larynx

primary tumor.

Cell culture: Cell cultures were maintained in
Minimum Essential Medium Eagle Modified
Dulbecco’s, DMEM (Sigma), supplemented
with 10% fetal bovine serum and 1% antibiotic
1000 Ul/mL  with
streptomycin 250 mg/mL and 1% L-glutamin
200 mM).

Cell viability: It was used vital stainer Trypan

solution  (penicillin

Blue 0.4% (w/v) in sodium phosphate buffer
(PBS). It penetrates easily in the damaged cells
staining them in blue, while the intact ones
remain colorless, allowing the determination
of living and dead cells percentages. Cells

were counted with an inverted microscope

LEITZ and an hemocytometer, fulfilled with
an homogeneous cell suspension aliquot.

Cytotoxicity: To determine cytoxicity, a cell
suspension (10° cells/mL) was prepared and
distributed in wells of flat-bottom microtiter
culture plates. They were incubated in a
humidified 5% CO, air atmosphere at 37 °C
for 24 h. After 24 h, CE and F80 samples in
different concentrations (50; 25; 12.5; 6.25
pg/mL) were added and incubated under same
conditions for 72 h (Pereira et al., 1994).
Control wells received only 0.9% sterile NaCl
solution. After that, 25 pL MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-biphenyl tetrazolium
bromide) in PBS (5 mg/mL, w/v) was added
and the plates were maintained at 37 °C for 2
h. Culture medium with MTT was suctioned
and DMSO (dimethylsulphoxide) was added
for formazan crystals dissolution (Alley et al.,
1998). MTT assay is based on the living cells
capability of reducing tetrazolium salt, of
yellow color, to insoluble formazan, purple
(Slater et al., 1963) that precipitates because of
the  mitochondrial enzyme  succinate
dehydrogenase, active only in living cells
(Hess and Pearse, 1963). Optical density was
carried out at 595 nm. Mean optical density
(OD) of the test wells was compared to control
wells mean OD to determine ICsg
(concentration that inhibits 50% of cell growth
in relation to control). According to National
Cancer Institute (NCI), values of ICsy < 30
pg/mL for non-pure products (e.g. extracts) are

considered significative (Geran et al., 1972).
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2.5 Acute oral toxicity

Products were evaluated following the
steps of Guideline 423 (OECD, 2001), using
female mice. They were fasted overnight prior
to the experiment. Three animals for each
preparation were given orally single starting
doses of 300 mg/kg (mg of product/kg of body
weight) and observed for 14 days (during the
first hour after treatment and then once per
day). CE and F80 were dissolved in a 0.9%
sterile NaCl solution and the calculation of the
exact dose for each mouse was based on
individual weights. This first step was repeated
in the same way for confirmation of results
and a higher dose (2000 mg/kg) was

administrated, both using other female mice.

2.6 Antitumor activity

Studies were carried out in male mice,
six animals per group, aiming to investigate
the in vivo antitumor activity of CE and F80
against Sarcoma-180.

CE, F80 and MTX (methotrexate)
dosages were calculated according to animal
body weight index (100 mg/kg for CE and
F80; and 2.5 mg/kg for MTX). Malign tumor
cells (Sarcoma-180) from tumor carrier
animals with 8 days of implanting were used.
All animals were previously higienized in an
experimental surgery room. Donor mice were
anaesthetized for tumor suctioning and the
ascitic form of the tumor was introduced under
the right axilla of the receptor animals.
Therapeutics, by i. p. route, was begun 24 h
after tumor implanting for 7 days. The

negative control group received only saline

solution (0.9% NaCl) and the standard group

(positive) received MTX as referential
antitumor drug. In the eighth day, the animals
were sacrificed by cervical dislocation and
solid tumors excised and weighted. Tumor
inhibition was expressed as the mean of tumor
weight for the treated animal group (T) in
comparison to the untreated control group (C).
The tumor inhibition was then calculated
according to: percentage tumor inhibition =
[(C-T)/C]x100. Animal experiments were
performed according to the NCI protocol

(Geran et al., 1972).

2.7 Statistical analysis

Data were expressed as mean +S.E.M.
and statistically assessed using one-way
ANOVA  (Origin® 5.0). P<0.05 was

considered significant.

3 Results
3.1 Cytotoxicity

The assays revealed that, at 50; 25; and
12.5 pg/mL, F80 inhibited 25.6%; 14.3% and
7.8% (respectively) the NCI-H292 cell growth.
At 6.25 ug/mL and for HEp-2 cell line there
was no growth inhibition. CE did not show
significant cytotoxic activity for both cell
lines. Low inhibition rate did not allow the

ICx calculation for both preparations.

3.2 Acute oral toxicity — LDsq determination
At the doses of 300 mg/kg and 2000
mg/kg, mice did not present weight loss or
death with both preparations. LDsy (medium
acute lethal dose) cut-off of CE and F80 was
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determined as 2500 mg/kg body weight, being
both preparations considered as safe (Category
5) (OECD, 2001).

3.3 Antitumor activity

F80 showed a tumor growth inhibition
of 8.68%, but this value is not significant when
compared with the control group. CE did not

present antitumor activity (Figure 1).

2.7

2.4 4 | Control
2 214 JJE @ MTX (2.5 mg/kg)
) A
o 1 @ CE (100 mg/k
‘D 1.5 g/kg)
E 1.2 O F80 (100 mg/kg)
g o091 *
>
P 0.6 -

0.3 |

0 -
Groups

Figure 1 — Effects of CE, F80 and MTX
(methotrexate) the growth of Sarcoma-180 in
Swiss albino male mice. Each column
represents the mean of six animals and vertical
lines show the S.E.M. Asterisk denotes the
significance level in comparison to control

value: *P<0.05.

4. Discussion and conclusions

Among preparations tested, only F80
showed some cytotoxic activity. In spite of CE
did not present cytotoxicity against cell lines
used, several studies have demonstrated that
plant extracts and derivative compounds have
an anticancer potential in vitro or in vivo.
Nakamura et al. (2002a) tested distinct C.
ferrea pod extracts using the in vitro Epstein-
Barr virus early-antigen activation assay and
found that the ethyl acetate extract exhibited

the strongest inhibitory activity. Nozaki et al.

(2007), also working with C. ferrea, showed
that pauferrol, a compound obtained from the
stem, possesses a cell proliferation inhibitory
activity through the induction of apoptosis in
human leukemia HL60 cells.

Lee et al. (2002) demonstrated that a
water extract of Paeoniae lactiflora could
induce apoptosis in HepG2 and Hep3B
hepatoma cells. Moreover, Natesan et al.
(2007) showed that the methanol extract of
Careya arborea exhibited potent cytotoxicity
against the cancerous HelLa (human cervix
HEp-2, and RD

(rhabdomyosarcoma) cell lines.

cancer cell),

(herbal
medicine is used by up to 80% of the

Despite  widespread use
population in developing countries), few
scientific studies have been undertaken to
ascertain the safety and efficacy of traditional
remedies (VVeerappan et al., 2007). The present
investigation shows that the aqueous extract of
the pods of C. ferrea are practically non-toxic
via oral route in mice, indicating that the
popular use of this kind of extract can be
considered as safe.

Mukinda (2007) also

concluded that the aqueous extract obtained

and Syce

from Artemisia afra leaves may be described
as relativelly non-toxic, based on an animal
study using rodents.

Regarding to antitumor activity, our
study revealed that CE and F80 did not reduce
Although,

isolated two

tumor  weight  significantly.
(2002b)

constituents (gallic acid and methyl gallate)

Nakamura et al.

from the pod of C. ferrea and tested them
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against skin carcinogenesis in mice, finding a
reduction in the average number of papillomas
per mouse. Studying another Caesalpinia
species, C. bonducella, Gupta et al. (2004)
evaluated the antitumor effect of the methanol
leaves extract against Ehrlich ascites
carcinoma in mice. In this work, these
researchers discovered that the extract
promotes a significant increase of mean
survival time of the mice and a decrease of
tumor volume, when compared with control
group.

This fact led us to deduce that the
antitumor effect of Caesalpinia sp. may vary
according to extract (and/or isolated
constituents) and tumor types used.

In conclusion, CE and F80 have no
significant cytotoxic and antitumor activities
over NCI-H292 and HEp-2 cell lines and solid
tumor (Sarcoma-180) tested. However, further
studies are necessary to evaluate these
activities using other cell lines and tumors to
elucidate which of them these preparations
work in, once this plant is used popularly for
cancer prevention. Otherwise, their low
toxicity allows the use of CE and F80 with a

certain safety in other situations.
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3.2 ARTIGO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO PHYTOMEDICINE

ANTIINFLAMMATORY AND ANALGESIC ACTIVITIES OF A CRUDE EXTRACT
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Abstract

Caesalpinia ferrea (Leguminosae) is a tree largely distributed in Brazil and used popularly
for many purposes, including inflammation and pain treatment. The aim of this study was to
evaluate in vivo the antiinflammatory (including nitrite analysis) and analgesic effects of the
crude aqueous extract (CE) and a partially purified fraction (F80) of its pod, using the
carrageenan-induced peritonitis and acetic acid-induced writhing response in mice, respectively.
Results revealed that CE and F80 (100 mg/kg body weight) showed significant antiinflamatory
activity, evidenced by the reduction of the leukocyte number in inflammatory exsudate (40.9%
for CE and 38.2% for F80). Preparations tested led to a decrease in the nitrite level; while CE
reduced it to a minimum level, smaller than those obtained from standard drugs piroxicam and
dexamethasone, F80 presented a result similar to these ones. Regarding to analgesic activity, CE
and F80 (100 mg/kg body weight) caused a writhe inhibition at the rate of 56.60% and 72.72%,
respectively. We conclude that CE and F80 present antiinflammatory and analgesic activities
compared to some standard drugs, corroborating the pharmacological basis of C. ferrea
ethnomedical use.

Keywords: Caesalpinia ferrea; Antiinflammatory activity; Nitric oxide; Analgesic activity
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1 Introduction

Pain relief and antiinflammatory drugs
with weak adverse effects are two of the most
important goals in modern research, and
natural products, specially plant derivative
substances, play a role in this journey towards
the ideal treatment.

Inflammation is the body’s way of
dealing with infections and tissue damage, but
there is a fine balance between the beneficial
effects of inflammation cascades and their
potential for long-term tissue destruction. It is
a complex process, which is frequently
associated with pain and involves several
events, such as: release of mediators, the
increase of vascular permeability, increase of
granulocytes and mononuclear cells migration,
and others (Simmons, 2006; Andrade et al.,
2007).

Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var.
ferrea (Leguminosae) is a tree largely
distributed in Brazil, where its preparations are
used popularly for treatment of a number of
diseases such diabetes, rheumatism, asthma;
and symptoms, as diarrhea, inflammation, pain
and others (Balbach, 1972; Braga, 1976;
Braganca, 1996; Hashimoto, 1996; Nakamura
et al., 2002; Gomes, 2003).

In the light of its ethnomedical use, we
decided to investigate the effects of a crude
aqueous extract and a fraction obtained from
the C. ferrea pod on the first moments of
inflammation  and  nociception,  using
carrageenan-induced peritonitis and acetic
acid-induced writhing response in mice,

respectively.

2 Materials and methods
2.1 Plant material

C. ferrea pods were collected from
Ibimirim  City, State of Pernambuco,
Northeast Brazil, during the month of August,
2006.

2.2 CE and F80 preparations

Crude aqueous extract (CE) was
prepared using pod powder in 0.9% NaCl
(10% wi/v) by gentle shaking for 16 h, at 4 °C,
passed through gauze, centrifuged (10000 x
g) for 15 min and filtered. Thereafter, proteins
were precipitated during 4 h using 0-80%
ammonium sulphate fractionation at room
temperature, and the resuspended precipitate
was dialyzed against distilled water followed
by 0.9% NaCl (obtaining F80). Samples were
stored at -20 °C and subsequently lyophilized.
The vyield of total dried powder was 25% and
2.94% for CE and F80, respectively.

2.3 Animals

Swiss albino female and male mice
(Mus musculus) weighting approximately 30 g
(x 50-day-old), were obtained from the
Bioterium of the Antibiotics Department of the
Federal University of Pernambuco (UFPE) and
maintained  under  constant  conditions
(temperature: 20 +2 °C, humidity: 40-60%, 12-
h light/ 12-h dark cycle). The mice were
allowed to access standard rodent chow diet
(Purina® and water ad libitum. These
experiments were approved by the Ethics
Committee for Animal Experimentation of the

Biological Sciences Center of the Federal



University of Pernambuco, Brazil (CEEA -
UFPE).

2.4 Antiinflammatory assay — carrageenan-
induced peritonitis

0.9% NaCl (control), dexamethasone,
piroxicam and indomethacin (standard drugs,
2 mg/kg, and 10 mg/kg,
respectively), CE and F80 (test drugs, 100

3  mo/kg

mg/kg both) were administered by oral route
to the correspondent groups (6 animals per
group). After one hour, 0.25 mL carrageenan
(1% in 0.9% NaCl) injected intraperitoneally
were used as phlogistic agent. Four hours
later, animals were sacrificed by cervical
dislocation and immediately submitted to
surgery for abdominal opening (Gupta et al.,
2005). Peritoneal cavity was washed with 2
mL of 0.9% NaCl with EDTA. Exsudates
were collected and the polymorphonuclear
leukocytes (PMNL) count was determined in
a Newbauer chamber after sample dilution in
Turk solution (1:200).

2.5 Nitrite analysis

Accumulated nitrite (NO2) in the
peritoneal exsudates was measured as an
indicator of NO production according to a
colorimetric assay based on the Griess
reaction (Sherman et al., 1993). The exsudates
(100 pL) were reacted with 100 pL Griess
reagent (6 mg/mL) at room temperature for 10
min, and then NO, concentration was
determined by measuring absorbance at 540
nm. A standard curve was constructed using
known concentrations of sodium nitrite
(NaNO,).

2.6 Analgesic activity — acetic acid-induced
writhing response

The response to an i.p. injection of
acetic acid solution, which manifests as a
contraction of the abdominal muscles and
stretching of the hind limbs, was evaluated
using a method adapted from Young et al.
(2005). Animals (6 per group) were pretreated
i.p. with CE or F80 (100 mg/kg), vehicle
(0.9% NacCl) or piroxicam (10 mg/kg) and
dipyrone (150 mg/kg) as standard drugs. One
hour later, a dose of 0.1 mL/10 g body weight
of 1% acetic acid was injected i.p. After 10
min, the number of writhes during the
following 20-min period was counted.
Inhibition percentage was calculated through
the decrease of total writhes number in the

treated groups against control group.

2.7 Statistical analysis

Data were expressed as mean + S.E.M.
(n=6) and statistically assessed using one-way
ANOVA (Origin® 5.0). P values less than 0.05

were considered significant.

3 Results and discussion

Natural products, known as secondary
metabolites of plants or animals, continue to
be an important segment on the research of
new drugs. The use of medicinal plants for the
treatment of human diseases has increased
considerably worldwide, including
inflammatory processes of diverse origins
(Cirigliano and Sun, 1998; Priya et al., 2004;
Castelucci et al., 2007).

The search for new drugs that

effectively interfere with the inflammatory
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Number of PMNL
(x106/mL exsudate)

process and pain is currently of great
relevance. Plants traditionally used and their
derivative compounds have been valued
historically as a source of antiinflammatory
agents and pain Killers (Elisabetsky et al.,

1995; Calixto et al., 2003, 2004).

3.1 Antiinflammatory assay

Despite the fact that they have weaker
antiinflammatory effects than indomethacin
and dexamethasone, both CE and F80 were
found to have antiinflammatory effects. CE
and F80 showed significant reduction (40.9%
and 38.2%, respectively) in the number of
PMNL in the inflammatory exsudate, similar
to piroxicam (46.7%) (Figure 1 and Table 1).

= Control

CE (100 mg/kg)

@ F80 (100 mg/kg)

Figure 1 — Effect of pre-treatment with

dexamethasone, piroxicam, indomethacin
(standard drugs), CE and F80 on migration of
(PMNL)

exsudate) in

polymorphonuclear  leukocytes
PMNL/mL

carrageenan-induced peritonitis in mice. Each

(number  of

column represents the mean of six animals
and vertical lines show the S.E.M. Asterisk
denotes the significance level in comparison

to control value: *P<0.05.

Table 1 - Evaluation of antiinflamatory
activity of standard drugs (dexamethasone,
piroxicam and indomethacin), CE and F80 on

carrageenan-induced peritonitis in pre-treated

@ Dexamethasone (2 mg/kg)
O Piroxicam (3 mg/kg)

O Indomethacin (10 mg/kg)

mice.
PMNL/mL Antiinflammatory
exsudate L
Compound +SEM Activity
£SEM. (%)
(x 10%)
Control 97+0.8 —
Dexamethasone
3.1+£03* 68.1
(2 mg/kg) ’
Piroxicam 50405
2+0.
(3 ma/kg) 46.7
Indomethacin 974045
7+0.
(10 mg/kg) 122
CE 58+0.3*
8+0.
(100 mgrkg) 409
Fé0 6.0+£0.1*
0+0.
(100mg/kg) 38.2
n=6. *P<0.05 vs. control group.
Among the phlogistics agents

available (as dextran, bradykinin, B-glucan,

etc), carrageenan is perhaps the most
commonly used and well studied (Leme et al.,
1973). It produces a maximal edema in 3 h.
While the carrageenan model is typically
associated with activation of the cyclo-
oxygenase pathway and is sensitive to
glucocorticoids and prostaglandin synthesis
antagonists, the early phase of the carrageenan
response is due to the release of serotonin and
histamine (DiRosa et al., 1971). Thus, the
significant ameliorative activity of CE and
F80 observed in the present study may be due
to inhibition of these inflammatory mediators
such as histamine, serotonin and prostaglandin

and also decrease of NO production.
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According to Kelly et al. (2007), there
is growing optimism that inhibition of
leukocyte  recruitment  might  prevent
inappropriate inflammation. So, the search for
drugs that act upon cell migration may be of
great interest.

In a previous study, Carvalho et al.
(1996)

activity of a crude aqueous extract of C.

determined the antiinflammatory

ferrea pods at 60 °C, using the carrageenan-
induced paw edema method in mice. Assays
revealed that the extract reduced the edema
formation significantly since the first
moments.

Many other plant extracts present
expressive antiinflammatory activity by
reducing leukocyte migration. Matos et al.
(2003), using the same experimental model
used in the present study, also observed a
decrease in cell migration in the mice treated
obtained from

with  aqueous fraction

Spiranthera odoratissima leaf ethanolic
extract. Gokhale et al. (2002), working with
ethanolic extracts obtained from Saussurea
lappa, Argyreia speciosa and Achyranthes
aspera, discovered that all of them show
antiinflammatory  activity  using  the
carrageenan-induced paw edema and
carrageenan-induced peritonitis models in rats
and mice. Chloroform extract of Bryonia
laciniosa produced a higher inhibition in
leukocyte migration than indomethacin in an
in vivo experiment performed by Gupta et al.
(2003). An ethanolic extract of Petiveria
alliacea roots also presented a reduction in the
number of

migrating neutrophils,

mononuclear cells and eosinophils in a rat
pleurisy model (Lopes-Martins et al., 2002).
The methanol extract of Vernonia cinerea
exhibited significant activity against all
phlogistic agents used in an experiment
realized by Mazumder et al. (2003).

3.2 Nitrite analysis

Since nitric oxide (NO) synthesis by
inducible nitric oxide synthase (iNOS) is
increased in inflammation and leads to cellular
injury, the nitrite content in the exsudates was
quantified using Griess reagent. This assay is
an indirect method to quantify NO, because
NO rapidly reduces to nitrate and nitrite.

iNOS-derived NO is involved in
various  pathological  conditions  such
inflammation and autoimmune diseases and
leads to tissue damage (Singh et al., 2000).
Thus, suppression of iNOS is closely linked
with antiinflammatory action (Ahn et al.,
2007).

As shown in Figure 2, CE and F80
promoted a high reduction on the content of
nitrite, specially CE, which decreased it to a
level smaller than those presented by the
standard drugs. The strong reduction of nitrite
level in the exsudate by CE might be attributed
to the presence of antioxidant compounds in
this aqueous extract. It is likely that CE and
F80 show their antiinflammatory activity
through the down-regulation of NO production
and reduction on leukocyte migration.

Plant extracts showing
immunomodulatory  activities have been

extensively described, specially for their
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Nitrite level (uM/50 pL)

inhibitory effect upon the NO production by
macrophages (Rimbach et al., 2000; Ferreira et
al., 2003; Ryu et al., 2003a, 2003b).

Ahn et al. (2007), investigating the
ethanol extract and fractions of Gastrodia elata
rhizomes, discovered that the extract and its n-
butanol fraction decreased in the content of
nitrite in the exsudates obtained from the
carrageenan-induced air-pouch model in mice.
Koo et al. (2006) also verified this reduction
by testing two constituents (geniposide and
genipin) obtained from the ethanol extract of

Gardenia jasminoides fruit in rats.

12 | Control
10 1 O Dexamethasone (2 mg/kg)

8 1 O Piroxicam (3mg/kg)

6 CE (100 mg/kg)

4 A @ F80 (100 mg/kg)

* *
2 -
*
0 m
Groups

Figure 2 — Inhibitory effects of standard drugs
dexamethasone and piroxicam, CE and F80 in
relation to control group on NO production.
Each column represents the mean of six
animals and vertical lines show the S.E.M.
Asterisk denotes the significance level in

comparison to control value: *P<0.05.

3.3 Analgesic activity — acetic acid-induced
writhing response

It is well known that the intraperitoneal
administration of agents that irritate serous

membranes, such as acetic acid, causes a

stereotypical behavior in mice characterized by

abdominal contractions, movements of the
body as a whole, twisting of dorsoabdominal
muscles, and a decrease in motor activity and
coordination (Le Bars et al., 2001). In acetic
acid-induced writhing response, which is the
visceral pain model, the analgesic mechanism
of abdominal writhing involves different
nociceptive mechanisms, such as the process
or release of arachidonic acid metabolites via
cyclo-oxigenase and prostaglandin

biosynthesis, opioid mechanisms, local
peritoneal receptors and mediators related to
acetylcholine and histamine, besides sympathic
system mediators (Collier et al.,, 1968;
Takahashi and Paz, 1987; Duarte et al., 1988;
Franzotti et al., 2000; Park et al., 2005; Koo et
al., 2006).

Acetic acid causes algesia by releasing
of endogenous substances, which then excite
the pain nerve endings; the abdominal
constriction is related to sensitization of
nociceptive receptors to prostaglandins (Chen,
1993). Although this test is non-specific (e.g.,
anti-cholinergic, anti-histaminic and other
agents also show activity), it is a very sensitive
procedure that enables the detection of
peripheral  antinociceptive  activity  of
compounds using animal protocols and is
widely used for analgesic screening. This
method is simple and reliable, and affords
rapid evaluation of peripheral analgesic action
(Shinde et al., 1999).

Dipyrone (metamizol) is a widely used
nonsteroidal antiinflammatory drug (NSAID).

In addition to the well-known peripheral
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effects of NSAIDs - specially prostaglandin
synthesis inhibition - and the fact that
dipyrone is able to induce a significant
antinociceptive effect in the absence of an
antiinflammatory response, it has been
proposed that it produces antinociception at
least partially by acting upon central nervous
system structures (Tortorici and Vanegas,
2000, 2001;
Hernandez-Delgadillo and Cruz, 2004).

Since CE and F80 were confirmed to

Herndndez and Vanegas,

have antiinflammatory activity in carrageenan-
induced peritonitis (Figure 1 and Table 1),
their analgesic activity was examined. As
shown in Table 2 and Figure 3, both
preparations protected mice against chemical
induced noxious stimulus,
inhibition at the rate of 56.60% (for CE; higher

than that one promoted by piroxicam) and

causing an

72.72% (for F80; comparable to dipyrone,
suggesting probably the same mechanism of
action), on the writhing response induced by
acetic acid. These results indicate that CE and
F80 contain analgesic action in addition to
antiinflammatory  activity, subsequently
suggesting that prostaglandin biosynthesis
might be commonly involved in both activities
of CE and F80 or that the mode of action of
both preparations is related to sensitization of
nociceptive receptors to prostaglandins.
Carvalho et al. (1996) also evaluated
the analgesic activity of a C. ferrea pod
extract, using a variation of the method
described here and the hot-plate test in mice.

Our results corroborate theirs, both showing

significant reduction in the nociception in the

treated groups.

Table 2 — Anti-nociceptive effect of standard
drugs (piroxicam and dipyrone), CE and F80

by acetic acid-induced writhing response test

in mice.
Compound Dose M;oll_zlu,\r/rlw * Pro(t(;():;[ fon
Control — 69.1+7.8 —
Piroxicam 10mg/kg 465+1.6%* 32.73
Dipyrone 150 mg/kg 18.2+19* 73.60
CE 100 mg/kg  30.0+4.0* 56.60
F80 100 mg/kg 18.9+1.9* 72.72

n=6. *P<0.05 vs. control group.

90

80 | B Control

@ 49 | @ Piroxicam (10 mg/kg)
c £ )
= 60 | O Dipyrone (150 mg/kg)
a3 50 B CE (100 mg/kg)
Yo 10 B F80 (100 mg/kg)
o
S 2 30 1

£

S 20

£ 104

0 d

Groups

Figure 3 - Effects of standard drugs
piroxicam and dipyrone, CE and F80 in
relation to control group in writhing induced
in mice by intraperitoneal injection of acetic
acid. Each column represents the mean of six
animals and vertical lines show the S.E.M.
Asterisk denotes the significance level in

comparison to control value: *P<0.05.

Many other researchers lead their
efforts to elucidate different pharmacological
effects of plant extracts. Amendoeira et al.

(2005) evaluated the analgesic effect of some
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Nidularium procerum extracts and concluded
that the leaf extract concentrates the analgesic
compounds. Analyzing their results, Bastos et
al. (2006) showed, for the first time, that the
aqueous extract of Physalis angulata roots
present antinociceptive activity against the
acetic  acid-induced visceral pain and
inflammatory pain responses induced by
formalin in mice. Oral administration of the
ethanolic extract and its fractions of the aerial
parts of Cleome rutidosperma produced
significant analgesic activity in acetic acid-
induced writhing and tail immersion tests in
mice, in a work performed by Bose et al.
(2007).

Furthermore, the antinociceptive and
antiinflammatory effects demonstrated in the
present study contributed to the ethnomedical
uses of C. ferrea. However, further
investigations are necessary to elucidate the
precise mechanisms of action and the

compounds responsible for them.
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4 CONCLUSOES

Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho permitem concluir que:

1. CE e F80 ndo possuem atividade citotdxica e antitumoral significativa frente as
linhagens NCI-H292 e HEp-2 e o tumor Sarcoma-180;

2. CE e F80 possuem baixa toxicidade oral;

3. CE e F80 reduzem a migracéo leucocitéaria e o conteildo de nitrito no exsudato

inflamatdrio, indicando atividade antiinflamatdria significativa;

4. CE reduz drasticamente o conteido de nitrito, indicando possivel atividade

antioxidante;

5. CE e F80 apresentam atividade analgésica significativa.
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6 ANEXOS

e Parecer da Comissio de Etica em Experimentacido Animal (CEEA) da UFPE

e Resumo do trabalho apresentado na Il Reunido Regional da FeSBE (Federacdo de
Sociedades de Biologia Experimental) — UFPE — 2007

e InstrucBes de autores do periddico Journal of Ethnopharmacology
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Cigncias Binkigicas

Be, Pral. Helson Chaves, afn
H0670-420 F Recite - FE - Brasil
fones: (55 81} Z126 BA4D | 2126 8351
faz: (5% B1l) 2126 8350

www . och.ufpe . hr

Oficio n® 40/08 Recife, 26 de julho de 2006

Da Comisséo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Teresinha Gongalves da Silva
Departamento de Antibisticos - UFPE

Os membros da Comisséo de Etica em Experimentaco Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V.
Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagao
das Atividades antiinflamatéria e antitumoral de derivados inddlicos- tiazolidindnicos e
lectina isolada de vagem de Caesalpinia ferrea™.

Concluimos gue os procedimentos descritos para a utilizacio experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugendas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacio Animal e com as nommas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sfo adotadas como critérios de
avaliagao e julgamento pela CEEA-UFPE.

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

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

Atenciosamentle,
- '"Lﬁx{, S vl An)
ol S Earmgﬂ‘uﬁasﬁm?n

Presidente CEEA
uFPE

CCB: Integrar para desenvolver



04.013 - Produtos Naturais

AVALIACAO DE ATIVIDADE CITOTOXICA DE AMOSTRAS LECTINICAS DA VAGEM DE
CAESALPINIA FERREA MART. EX TUL. VAR. FERREA. 'Silva, A. C. C.; 2Ximenes, N. C. A.; *Coelho, L. C.
B. B.; “Carneiro-da-Cunha, M. G.; ®Silva, T. G.; °Correia, M. T. S.;  ? ® * ®Departamento de Bioquimica,
Universidade Federal de Pernambuco; 5Departamento de Antibioticos, Universidade Federal de Pernambuco;

Objetivo: Devido ao fato de algumas lectinas apresentarem atividades citotdxica e antitumoral, objetivou-se
avaliar a citotoxicidade de uma fracdo (F), com atividade lectinica, parcialmente purificada (F80) e de uma
lectina pura, CfePL (do inglés Caesalpinia ferrea Pod Lectin), obtidas da vagem de Caesalpinia ferrea, arvore
vulgarmente conhecida como pau-ferro ou jucd, que cresce em todo o Brasil, principalmente em Pernambuco
e no Ceara e bastante utilizada na medicina popular, inclusive na prevencéo do cancer.

Métodos e Resultados: F80 e CfePL foram purificadas a partir de um extrato (a 10%, p/v) feito com a
farinha da vagem de C. ferrea em NaCl 0,15 M e submetido a fracionamento salino com sulfato de aménio a
uma saturacdo de 80% (F80), seguido de cromatografia em coluna de quitina (CfePL). Diferentes
concentracdes de F80 e de CfePL (10; 5; 2,5; 1,25 ug/mL) foram incubadas separadamente em placas de
microtitulacdo com suspensdes em meio de cultura (Minimum Essencial Medium Eagle Modified Dulbecco’s,
DMEM) contendo 10° células/mL (220 uL em cada pogo) das linhagens NCI-H292 (células mucoepitelidides
obtidas a partir de um carcinoma de pulmdo humano) e HEp-2 (derivadas de tumor primario da laringe
humana), por 72 h em estufa a 37 °C. Apos este periodo de contato entre as células e as amostras, foi
adicionado em cada pogo 25 pL de brometo-3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio (MTT) a uma
concentracédo de 5 mg/mL em PBS (p/v) e as placas foram deixadas por 2 h em estufa (37 °C). Posteriormente
0 meio de cultura juntamente com o excesso de MTT foi aspirado, seguido de adicdo de 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) a cada pogo para a dissolugédo dos cristais de “formazan”. O ensaio foi realizado em
quadruplicata e o controle recebeu apenas NaCl 0,15 M. A leitura dptica foi feita em leitor automatico de
placas a 595 nm. A densidade éptica (DO) média dos pogos testes foi comparada com a DO média dos pogos
controle a fim de se determinar a Cls, (concentracdo que inibe 50% da proliferagdo celular). Os testes
revelaram que ndo houve diferencas entre o controle e as amostras estudadas, ndo sendo possivel determinar
a Clsp, mesmo na maior concentragdo utilizada (10 pg/mL).

Conclusdes: As amostras lectinicas (F80 e CfePL) avaliadas ndo apresentam atividade citotdxica frente as
linhagens celulares estudadas.

Apoio Financeiro: Capes, CNPq

Data de Apresentacao: 01/06/2007
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