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RESUMO

As plantas constituem uma importante fonte de produtos naturais ativos. Dentre o0s
metabolitos priméarios vegetais, estdo as lectinas, proteinas ubiquas na natureza que se ligam
de forma especifica e reversivel a carboidratos, o que lhes permite varias aplicacOes
biotecnoldgicas. Libidibia (Caesalpinia) ferrea var. parvifolia, popularmente conhecida como
“pau-ferro”, € uma arvore largamente distribuida no Brasil utilizada na medicina popular
devido as suas numerosas propriedades terapéuticas. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
propriedades bioldgicas (atividades citotdxica, antitumoral, anti-inflamatéria, analgésica,
artemicida e moluscicida) de preparacdes obtidas de L. ferrea, visando emprega-las como
fitofarmacos ou agentes de controle bioldgico. Na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, o
extrato etandlico da vagem (EECf, 50 mg/kg) reduziu significativamente o edema de orelha
(66,6%) em relacdo ao controle, inibiu a permeabilidade vascular induzida por &cido acético,
e a migracdo de leucocitos polimorfonucleares para a cavidade peritoneal induzida pelo
tioglicolato. No teste de contorcdes induzidas por acido acético, EECf (12,5; 25 e 50 mg/kg)
reduziu significativamente o nimero de contorces em 24,9%; 46,9% e 74,2%,
respectivamente. No teste de formalina, EECf apresentou efeitos nociceptivos apenas na
segunda fase, relacionada a dor inflamatdria. O extrato bruto aquoso da vagem (CE) e uma
fracdo proteica obtida por precipitagdo com sulfato de aménio (F80), ambos em 100 mg/kg,
também apresentaram efeito anti-inflamatério significativo, evidenciado pela reducéo (40,9%
e 38,2%, respectivamente) do nimero de leucdcitos no exsudato inflamatorio, na peritonite
induzida por carragenina. Ambos os preparados provocaram um decréscimo significativo nas
concentragdes de 0xido nitrico e reduziram em 56,60% e 72,72%, respectivamente, 0 nimero
de contorgdes induzidas por &cido acético, demonstrando forte acdo antinociceptiva destas
preparacOes. Na atividade citotoxica, as prepara¢des ndo inibiram o crescimento nas linhagens
celulares testadas. A redugdo no peso do tumor Sarcoma-180 promovida por F80 também néo
foi significativa (8,68%, 100 mg/kg peso corporal). A LDso para ambos os preparados ficou
estabelecida em 2.500 mg/kg peso corporal. As lectinas CfePL, CfeBL e CfelLL, obtidas
respectivamente das vagens, entrecasca e folhas, foram testadas em diferentes concentragdes
(12,5; 25; 50 e 100 ppm), quanto as suas atividades artemicida (frente & Artemia salina) e
embriotoxica (contra embrides de Biomphalaria glabrata). Quanto & atividade artemicida,
todas as lectinas testadas promoveram a morte de A. salina, com LCs, de 10,728; 25,78 e
54,18 ppm, para CfeLL, CfeBL e CfePL respectivamente. Apenas CfePL e CfeLL
apresentaram atividade embriotdxica nas concentragdes testadas. As LCso de CfeLL e CfePL
foram de 36,30 e 94,95 ppm, respectivamente. 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 seguranga em atividades bioldgicas ou na
medicina popular. Contudo, possuem atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva
promissoras, assim como EECf, corroborando a base farmacoldgica do uso etnomédico de L.
ferrea. Os resultados obtidos da atividade artemicida apresentada por CfeLL e CfeBL, além
da significativa atividade moluscicida de CfeLL demonstram potenciais aplicagdes
biotecnoldgicas para estas lectinas.

Palavras-chave: Citotoxicidade; atividade anti-inflamatéria; atividade antinociceptiva;
lectinas; Artemia salina; Biomphalaria glabrata



ABSTRACT

Plants are an important source of natural products. Among the primary plant metabolites there
are lectins, proteins ubiquitous in nature which bind reversibly and specifically to
carbohydrates, allowing them to various biotechnological applications. Libidibia
(Caesalpinia) ferrea var. parvifolia, popularly known as “pau-ferro”, is a tree widely
distributed in Brazil used in folk medicine due to its numerous therapeutic properties. This
study aimed to evaluate the biological properties (cytotoxic, antitumor, anti-inflammatory,
analgesic, artemicidal and molluscicidal) of preparations from L. ferrea in order to use them
as biopharmaceuticals or biological control agents. In the evaluation of anti-inflammatory
activity, the ethanol extract of the pod (EECT, 50 mg/kg) significantly reduced the ear edema
(66.6%) compared to control, inhibited vascular permeability induced by acetic acid, and the
migration of polymorphonuclear leukocites into the peritoneal cavity induced by
thioglycollate. In the test of writhing induced by acetic acid, EECf (12.5; 25 and 50 mg/kg)
significantly reduced the number of writhes in 24.9%; 46.9% and 74.2%, respectively. In the
formalin test, EECf presented nociceptive effects only in the second phase, related to
inflammatory pain.The crude agueous extract of the pod (CE) and a protein fraction obtained
by precipitation with ammonium sulfate (F80), 100 mg/kg both, also showed significant anti-
inflammatory effect, as evidenced by the reduction (40.9% and 38.2%, respectively) of the
number of leukocytes in inflammatory exudate on carrageenan-induced peritonitis. Both
preparations caused a significant decrease in the nitric oxide concentrations and decreased by
56.60% and 72.72%, respectively, the number of writhes induced by acetic acid, showing
strong antinociceptive action of these preparations. In cytotoxic activity, preparations did not
inhibit growth in cell lines tested. The reduction of Sarcoma-180 tumor weight promoted by
F80 was not significant (8.68%, 100 mg/kg body weight). The LDs, for both preparations was
set at 2500 mg/kg body weight. Lectins CfePL, and CfeBL CfeLL obtained respectively from
pods, bark and leaves were tested at different concentrations (12.5; 25; 50 and 100 ppm),
about their artemicidal (on Artemia salina) and embryotoxic (against embryos of
Biomphalaria glabrata) activities. Regarding to the artemicidal activity, all lectins tested
promoted the death of A. salina, with LCsq of 10.728; 25.78 and 54.18 ppm for CfeLL, CfeBL
and CfePL respectively. Only CfePL and CfeLL shown embryotoxic activity at the
concentrations tested. LCsq of CfeLL and CfePL were 36.30 and 94.95 ppm, respectively. 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 biological activities or in folk medicine. Although, both preparations present
promising anti-inflammatory and antinociceptive activities, even as EECf, corroborating the
pharmacological basis of L. ferrea ethnomedical use. The results of artemicidal activity
displayed by CfeLL and CfeBL, besides the significant molluscicidal activity of CfelLL
demonstrate the potential biotechnological applications for these lectins.

Keywords: Cytotoxicity; anti-inflammatory activity; analgesic activity; lectins; Artemia
salina; Biomphalaria glabrata
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1 INTRODUCAO

Desde tempos remotos a humanidade utiliza plantas com finalidade terapéutica.
Enquanto buscava alimentacdo para sua sobrevivéncia, o homem foi descobrindo
propriedades toxicas ou curativas nos vegetais. Esse conhecimento etnofarmacolégico
acumulado ao longo de nossa evolugdo culminou com o desenvolvimento de farmacos de
grande importancia na terapéutica atual.

As plantas medicinais séo aquelas que agem no tratamento de doengas ou ajudam a
melhorar a condi¢do da salde das pessoas e podem ser estudadas na forma de extratos
(aquosos, etandlicos ou em outros solventes organicos) a fim de se investigar suas atividades
bioldgicas, seja de todos 0s compostos presentes ou com intuito de se isolar e identificar seus
principios ativos. Uma vez provada sua eficacia podem dar origem a fitoterapicos, que séo os
produtos que possuem principios ativos medicinais de plantas.

A maioria dos compostos presentes nas plantas faz parte do metabolismo primario
(aminoécidos, proteinas, lipideos e carboidratos). Além desses metabdlitos primérios, as
plantas produzem uma grande variedade de metaboélitos secundarios (alcaloides, terpenoides,
antocianinas, esteroides, flavonoides, quinonas e ligninas), os quais embora estejam presentes
em concentracbes bem menores, tém encontrado aplicacbes comerciais como farmacos,
corantes, aromas, inseticidas etc. Esses compostos apresentam uma ampla diversidade em
estruturas e complexidade, sendo encontrados e distribuidos por todo o reino vegetal.
Contudo, dentre os metabolitos primérios estdo as lectinas, as quais estdo sendo
extensivamente investigadas quanto as suas potencialidades biotecnoldgicas. Estas podem ser
isoladas de extratos através de técnicas de purificagdo comumente utilizadas na obtencéo de
proteinas.

Neste trabalho, sdo abordados trés temas centrais de grande importancia na area da
saude: o cancer, a inflamagdo e a dor. O céancer representa um problema de satde publica a
nivel global, muitas vezes associado a quadros inflamatorios e geralmente acompanhado de
dores insuportaveis que incapacitam o paciente. Ao longo dos anos, muita aten¢do tem sido
dada a busca de drogas de origem natural que combatam essas e outras doengas, baseando-se
no conhecimento popular e acreditando-se que estas possam ser mais eficazes e trazer menos
efeitos colaterais, quando comparadas com as sintéticas.

A planta fonte dos compostos testados no presente trabalho trata-se de uma arvore

bastante utilizada na medicina popular brasileira, conhecida como pau-ferro ou juca. Pode-se
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dizer que desta planta tudo se aproveita, da raiz aos frutos, tanto para fornecimento de lenha
quanto para alimentacdo animal, além das inumeras aplica¢cdes medicinais.

A obtencdo de extratos e a purificagdo de trés lectinas a partir das folhas, vagens e
entrecasca do pau-ferro promoveram a necessidade de investiga-las quanto a sua toxicidade,
bem como quanto as suas potencialidades biotecnoldgicas frente a culturas de células
cancerosas, um tumor experimental e testad-los em modelos de inflamagdo e nocicepcdo,
relacionados as principais aplicaces desta planta na medicina popular. Contudo, para que
estes compostos vegetais tornem-se fa&rmacos ou agentes pesticidas, varios ensaios devem ser
realizados a fim de caracteriza-los quimicamente e de se avaliar a eficiéncia e toxicidade dos
mesmos, embasando cientificamente suas propriedades e efeitos. Nos testes de letalidade, s&o
comumente utilizados organismos simples, como a Artemia salina, ou ainda, embrifes do

molusco Biomphalaria glabrata no ensaio de embriotoxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

- Avaliar preparacdes hidroalcodlicas obtidas de L. ferrea var. parvifolia, visando emprega-las

como fitofarmacos ou agentes de controle bioldgico.

2.2 ESPECIFICOS

- Obter o extrato etandlico (EEC) das vagens de L. ferrea var. parvifolia;

- Obter os extratos aquosos a partir de folhas, vagens e entrecasca;

- Obter fragdes proteicas (F80) parcialmente purificadas por precipitagdo com sulfato de
amonio a partir das vagens e entrecasca;

- Determinar a LDs, (dose letal aguda para 50% dos animais) do extrato bruto aquoso (CE) e
da fracéo (F80) obtidos da vagem;

- Avaliar as atividades citotoxica e antitumoral de CE e F80 obtidos da vagem;

- Avaliar as atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva dos extratos etanélico e aquoso e da
fracdo obtidos da vagem;

- Purificar as lectinas CfePL, CfeBL e CfeLL a partir dos extratos das vagens, entrecasca e
folhas, respectivamente;

- Avaliar atividades artemicida e embriotoxica de CfePL, CfeBL e CfeLL.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas constituem uma importante fonte de produtos naturais ativos que diferem
amplamente em termos de estrutura e propriedades bioldgicas. Elas desempenham um papel
notadvel na medicina tradicional em muitos paises, e farmacos a base de plantas tém sido
usadas em todo o mundo para o tratamento de vérias doencas (ARGOLO et al., 2004;
BALUNAS; KINGHORN, 2005; GAUTAM; SAKLANI; JACHAK, 2007; KRISHNAIAH;
SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011; LICCIARDI; UNDERWOOD, 2011). Além das
suas propriedades farmacéuticas, as plantas medicinais sdo Uteis também para o controle de
pragas e melhoria do solo (KHANH et al., 2005).

Ao longo dos anos, decocgdes e misturas de ervas medicinais utilizadas na dieta, bem
como fitoquimicos, mostraram uma série de propriedades terapéuticas, embora suas
caracteristicas quimicas e mecanismos de acdo ainda ndo sejam adequadamente
compreendidos. Assim, 0 uso destas plantas medicinais, de forma combinada ou isolada,
como drogas anti-inflamatérias e analgésicas na medicina popular, por exemplo, é uma
pratica comum que proporciona um alivio de sintomas comparavel aquele obtido com
medicamentos alopaticos, embora na maioria das vezes os principios ativos das plantas sejam
desconhecidos (ABAD et al., 1996; AWAH et al., 2012; JAVAN et al., 1997).

O uso de extratos de plantas medicinais tem sido praticado hd muitos séculos por uma
proporcdo significativa da populagéo do Brasil, particularmente por habitantes do interior do
pais, com o intuito de obter os cuidados essenciais referentes & salde fisica e psicoldgica
(LIMA et al., 2006; MEDEIROS; ALBUQUERQUE, 2012; NAPOLITANO et al., 2005).
Recentemente, a aceitacdo da medicina tradicional como uma forma alternativa de cuidados
de salde aumentou entre todos 0s grupos sdcio-econdémicos da populagéo, e a fitomedicina
tornou-se um setor econdmico importante no Brasil, impulsionando estudos relacionados as
atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral e citotdxica de espécies vegetais
(HOLETZ et al., 2002; LIMA et al., 2006; SANTOS PIMENTA et al., 2003; SUYENAGA et
al., 2002).

Assim, muitas espécies de plantas estdo sendo utilizadas atualmente sob a forma de
extratos brutos, infusdes ou cataplasmas, a fim de tratar infeccbes comuns, mas na auséncia de
qualquer evidéncia cientifica sobre sua eficacia. Por estes razdes, as plantas medicinais se

tornaram o foco de intensos estudos em termos de validagcdo de seus usos tradicionais por
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meio da determinacdo dos seus verdadeiros efeitos farmacoldgicos, e em termos de
conservacdo dessas espécies que séo obtidas a partir de populacdes selvagens e cuja existéncia
é ameacada pela colheita indiscriminada (LIMA et al., 2006).

Em um nivel global, Brooker; Bethony; Hotez (2004) recomendaram que 0S governos
nacionais incentivassem mais pesquisas sobre plantas medicinais tradicionais. De fato, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) j& incentiva o desenvolvimento de estratégias
regionais de medicina tradicional para realizar investigacdo sobre plantas medicinais e
promover a otimizagdo da sua utilizagdo no sistema de salde, j& que nos paises pobres, a
salde muitas vezes é sustentada por outras préticas baseadas em alternativas culturais
(ABROGOUA et al., 2012; ADEBAYO; KRETTLI, 2011).

E razoavel considerar que um levantamento de usos etnomédicos de uma planta possa
fornecer pistas Uteis para a descoberta de drogas. Um niimero significativo de farmacos a base
de ervas tem sido avaliado clinicamente e estes sdo utilizados nos dias de hoje até mesmo nos
paises desenvolvidos como uma alternativa da medicina tradicional. Logo, a etnofarmacologia
pode servir como a primeira evidéncia da eficacia terapéutica de plantas que podem levar a
descoberta de medicamentos capazes de competir com a medicina sintética convencional
(DEY; DE, 2012; HOUGHTON, 2001; LANSKY et al., 2008).

Mesmo com todos os desafios, a descoberta de medicamentos a partir de plantas
medicinais permanecera como componente essencial na busca de novos medicamentos
(BALUNAS; KINGHORN, 2005).

3.1.1 Preparac0es lectinicas em plantas medicinais

Em décadas recentes, o interesse em produtos naturais derivados de plantas tem
crescido rapidamente (GONZALEZ-RABADE et al., 2011). A pesquisa atual na descoberta
de medicamentos a partir de plantas medicinais envolve uma abordagem multifacetada
combinando técnicas botéanicas, fitoquimicas, bioldgicas e moleculares. A descoberta de
drogas advindas destas fontes continua a fornecer novas e importantes pistas relacionadas a
diversos alvos farmacoldgicos, incluindo cancer, HIV/AIDS, mal de Alzheimer, malaria e
dor. Inclusive vérias destas drogas tém sido recentemente introduzidas no mercado americano,
como a galantamina, a nitisinona e o tiotrépio, ou estdo atualmente envolvidos em fase final
de ensaios clinicos (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Nos ultimos anos, muita atencdo tem sido dada aos efeitos farmacoldgicos dos
peptideos naturais e proteinas, entre eles as lectinas (GAIDAMASHVILI; VAN STADEN,
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2006). Logo, preparaces obtidas de varias plantas medicinais, apresentando lectinas
bioativas, tém sido extensivamente testadas quanto & sua potencialidade biotecnoldgica.

Moringa oleifera, uma importante espécie vastamente utilizada devido a sua
composi¢do nutricional e propriedades medicinais (ANWAR et al., 2007; GHASI;
NWOBODO; OFILI, 2000), também tem sido alvo de pesquisas relacionadas a preparacdes
lectinicas. Segundo Coelho et al. (2009), trabalhando com diferentes extratos aquosos obtidos
das sementes desta espécie, a presenca de atividade hemaglutinante sugere que a lectina
solivel WSMoL presente nestes extratos promove o atraso do desenvolvimento de larvas de
Aedes aegypti e também sua mortalidade. Além disso, a auséncia de atividade larvicida em
WSMoL desnaturada pelo calor reforga o envolvimento desta lectina neste tipo de atividade.

PreparagBes lectinicas de plantas medicinais oriundas da Africa do Sul ja foram
testadas quanto & interacdo com os patdgenos bacterianos Gram-positivos Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis e quanto a inibicdo da sintese de prostaglandinas. Foram
observadas, entdo, reacOes de agregacéo seletivas com as linhagens de bactérias e inibicdo da
ciclooxigenase 1, sugerindo a possibilidade de emprego destas aglutininas em microbiologia
clinica e o aproveitamento de suas propriedades anti-inflamatorias (GAIDAMASHVILI;
VAN STADEN, 2002; GAIDAMASHVILI; VAN STADEN, 2006).

A lectina isolada a partir do extrato bruto do cerne de Myracrodruon urundeuva
apresentou atividade antibacteriana, antifiungica e antioxidante. Este peptideo bioativo
demonstrou uma protecdo quimica, a qual é evidente na durabilidade do cerne desta espécie.
A lectina também demonstrou sua acdo como um insecticida eficaz contra a atividade de
cupins, como um agente larvicida contra os transmissores da febre amarela e dengue (Aedes
aegypti) (SA et al., 2009a, b, c). Esta espécie parece ser efetiva, ainda, para 0s muitos usos
mencionados pela comunidade, incluindo: acgdo contra dores de dente e de cabeca,
apresentando efeito analgésico comprovado; como um antisséptico devido & atividade
antibacteriana e antifingica, e para inflamac@es genitais, ovarianas, ou de 6rgdos internos em
geral (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).

Morus alba é uma planta medicinal importante da qual varios compostos
farmacologicamente importantes ja foram isolados a partir de diversas partes. Entre estes, a
lectina MLL, obtida das suas folhas, demonstrou efeito anti-proliferativo frente a linhagens

celulares de cancer de mama e de célon humanos (DEEPA et al., 2012).
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3.2 LECTINAS

3.2.1 Conceito e generalidades

As lectinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas ou glicoproteinas que se ligam de
forma especifica e reversivel a carboidratos ou glicoconjugados através de pelo menos um
dominio ndo-catalitico, além de apresentarem origem ndo-imune (CORREIA et al., 2008;
KENNEDY et al., 1995; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; SHARON, 2007; WU et al.,
2009). Variam em tamanho, estrutura, organizacdo molecular, assim como nos seus sitios de
ligacdo a carboidratos; e sdo amplamente distribuidas na natureza (GERLACH et al., 2005).
Ja foram identificadas lectinas nos mais diversos seres vivos, como animais (ALPUCHE et
al., 2005; ANTUNES; COELHO, 1993; DUNPHY et al., 2002; HAIJIE et al.,, 2007;
TAKAHASHI; KURODA; MUROGA, 2008; WANG; GAO; NG, 2000), plantas -
principalmente em sementes e entrecascas (BRANCO et al., 2004; COELHO; SILVA, 2000;
QIAOJUAN et al., 2005; SOL; CAVADA; CALVETE, 2007), microrganismos
(KAWAGISHI et al.,, 2001; LEONIDAS et al., 2007; SULAGNA et al., 2004) e fungos
(FENG et al., 2006). Podem, ainda, ser produzidas por técnicas recombinantes (LAM; NG,
2011).

A primeira descoberta de uma lectina data do final do século XIX, quando Peter
Hermann Stillmark estudava a toxicidade do extrato de sementes de mamona (Ricinus
communis) e encontrou uma proteina, que foi chamada ricina (VAN DAMME et al., 2008).
Como a ricina mostrou a capacidade de aglutinar eritrécitos, o termo hemaglutinina foi
introduzido. Mais tarde, foi reconhecido que algumas hemaglutininas podiam aglutinar
eritrocitos humanos seletivamente em fungdo de seu tipo sanguineo do grupo ABO. Esta
descoberta deu origem a palavra “lectina” que é derivada de “legere”, o verbo em latim para
“selecionar” (HARTMUT, 1988; KENNEDY et al., 1995; VAN DAMME et al., 2008).
Porém este termo sé foi introduzido por Boyd e Shapleigh em 1954 (BOYD; SHAPLEIGH,
1954; HONG et al., 2001).

Desde entdo, varias outras lectinas foram descobertas. Em 1889, H. Hellin descobriu
outra hemaglutinina, a abrina, presente no extrato toxico de sementes de Abrus precatorius
(jequiriti) (DIAZ et al., 1999; SHARON; LIS, 1972). Alguns anos depois, James B. Summer
isolou da semente de Canavalia ensiformis a primeira lectina obtida na forma cristalina,
denominada Concanavalina A (Con A) (SHARON; LIS, 2004). O estudo sobre estas

proteinas, portanto, abriu uma vasta area de aplicagdo para as lectinas (GABOR et al., 2001).
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3.2.2 Classificacéo e tipos de ligacéo lectina-agucar

Tomando-se como base sua natureza estrutural, as lectinas tém sido subdivididas em
quatro classes distintas: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas
(PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

As merolectinas sdo aquelas que apresentam apenas um dominio de ligacdo a
carboidratos, sdo pequenas e devido a sua natureza monovalente sdo incapazes de precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células, como por exemplo, as proteinas monomericas ligadoras
de manose e a proteina obtida do latex da seringueira (Hevea brasiliensis), a heveina, que se
liga a quitina. As hololectinas — grupo no qual a maioria das lectinas vegetais conhecidas esta
inserida, comportando-se como hemaglutininas — apresentam dois ou mais dominios de
ligacdo homologos (idénticos ou muito similares) para carboidratos ou derivados, e, devido a
sua natureza di- ou multivalente sdo capazes de aglutinar células e/ou precipitar
glicoconjugados. J& as quimerolectinas sdo proteinas que possuem um ou mais dominios de
ligacdo com especificidade para diferentes moléculas de carboidrato (GRUBHOFFER,;
HYPSA; VOLF, 1997; PEEL; BULMER, 1996) e um outro dominio ndo relacionado que
funciona independentemente daquele de ligacdo para carboidratos e que pode apresentar
atividade enzimética bem definida ou outra atividade biol6gica. Exemplos tipicos de
quimerolectinas sdo quitinases classe I, com um sitio de ligacdo a carboidrato e um sitio
catalitico; e RIPs tipo Il, apresentando dois sitios de ligacdo a carboidrato e um sitio de
inativacdo ribossémica (PEUMANS et al., 2001; VAN DAMME et al., 1996).

Por fim, as superlectinas sdo proteinas que apresentam pelo menos dois dominios de
ligacdo a carboidratos estruturalmente diferentes, reconhecendo dois carboidratos diferentes.
Este pode ser considerado um grupo especial das quimerolectinas consistindo de dois
dominios estruturalmente e funcionalmente diferentes de ligacdo a carboidratos (VAN
DAMME et al., 1996). A lectina TGL do bulbo de Tulipa gesneriana L. com dois sitios, um
especifico para manose e o outro especifico para N-acetilgalactosamina, é um exemplo de
superlectina (PEUMANS et al., 2001; PEUMANS; VAN DAMME, 1998; VAN DAMME et
al., 1996).

A interacdo e a seletividade da ligac&o entre carboidratos e lectinas, através de seus
sitios de ligacdo que tendem a se localizar na superficie da molécula proteica, da-se através de
ligacOes fracas, como pontes de hidrogénio, coordenacdo metélica, interacdes de van der
Walls e hidrofébicas, que ocorrem entre o carboidrato e a proteina (COMINETTI et al., 2002;
ELGAVISH; SHAANAN, 1997; SHARON; LIS, 2002).
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3.2.3 Especificidade e Atividade Hemagulutinante (AH)

Pelo fato das lectinas aglutinarem eritrocitos de diferentes espécies animais
(CORREIA; COELHO, 1995; PAIVA; COELHO, 1992; REYNOSO-CAMACHO; DE
MEJIA; LOARCA-PINA, 2003), sua presenga em uma amostra pode ser facilmente detectada
a partir do ensaio de hemaglutinacdo. Neste, uma diluicéo seriada da amostra é efetuada, antes
da incubacéo com os eritrdcitos humanos ou de outros animais, quimica ou enzimaticamente
tratados a fim de aumentar-se a sensibilidade das células a lectina (BANERJEE et al., 2004;
BRANCO et al., 2004; COELHO; SILVA, 2000; GAIDAMASHVILI; VAN STANDEN,
2002). Nesta situagdo, h4 a formacdo de uma rede ou malha decorrente da interacdo entre a
lectina e os carboidratos presentes na membrana dos eritrocitos através de seus sitios de
ligacdo, formando diversas ligacBes reversiveis entre células opostas, promovendo tal
hemaglutinacdo (Figura 1) (NAEEM et al., 2007; SANTOS et al., 2005). Contudo, somente a
aglutinacdo de eritrocitos ndo é suficiente para comprovar a presenga de lectina, pois alguns
agentes, como 0s taninos, certos lipideos ou céations divalentes em altas concentracdes
também podem apresentar esta atividade (RUDIGER, 1998). Logo, para garantir que 0 agente
aglutinante trata-se de uma lectina, sdo necessarios ensaios subsequentes de inibicdo da
atividade hemaglutinante (AH) utilizando uma solucdo do carboidrato ligante (CORREIA,;
COELHO, 1995; KAWAGISHI et al., 2001; JAYATI; ARUN; BISHNU, 2005; SHARON;
LIS, 2001).

Figura 1 — Representagdo esquematica da hemaglutinagdo promovida por uma lectina e sua
visualizacdo através do ensaio de atividade hemaglutinante.
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A especificidade da lectina é definida em funcdo do monossacarideo que inibe a
atividade de forma mais eficaz, e atraves dela as lectinas podem ser classificadas em grupos,
baseados no carboidrato que demonstram mais afinidade: glicose/ manose; galactose/N-
acetilgalactosamina, fucose, acido sialico, N-acetilglicosamina e grupo glicanos complexos,
quando a lectina tem especificidade por um oligossacarideo complexo em vez de um
monossacarideo (AUDETTE; VANDONSELOAR; DELBAERE, 2000; KENNEDY et al.,
1995; PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

3.2.4 Obtenc&o de preparacdes lectinicas

Para a purificacdo de lectinas, sdo utilizados os mesmos métodos empregados para
proteinas em geral, 0s quais se baseiam em suas caracteristicas especificas, como tamanho,
solubilidade e carga elétrica.

O primeiro passo é a preparacdo do extrato bruto, durante o qual as células séo
rompidas a fim de liberar suas proteinas. Tal extracdo ocorre sob periodo de tempo, agitacdo
constante e condicdes de temperatura estabelecidos, e pode ser feita utilizando-se a4gua, uma
solucdo salina ou diferentes tampdes quando € necessério controlar o pH para manutencéo da
atividade hemaglutinante (KAWAGISHI et al., 2001; MLADENOV et al., 2002; PAIVA et
al., 2010). Submetem-se entdo esses extratos ao ensaio de atividade hemaglutinante, e se este
apresentar resultado positivo, parte-se para o fracionamento salino (COELHO; SILVA, 2000;
SA et al., 2008). Esta etapa baseia-se no fato de que muitas proteinas possuem uma camada de
solvatagdo, a qual é retirada com a adigdo de sais, diminuindo a solubilidade da molécula e
promovendo sua precipitacdo (Figura 2). O sal mais utilizado é o sulfato de aménio, em
diferentes graus de saturacéo, pois é altamente hidrofilico e permite a precipitagdo proteica
em solugdes com elevada forca ionica (DELATORRE et al., 2006; HEU; KIM; PYEUN,
1995).

Apobs o fracionamento, as lectinas parcialmente purificadas sdo submetidas a uma
dialise exaustiva em membranas semipermedveis. Nesta fase, a separacdo de moléculas ocorre
por diferencas de peso molecular; as proteinas ficam retidas dentro da membrana enquanto
moléculas menores (como carboidratos ou sais), presentes na amostra, passam para a solucéo
solvente (Figura 3) (KABIR et al., 1998; THAKUR et al., 2007). Segundo Kennedy et al.
(1995), a precipitagdo com sulfato de amonio pode estabilizar a atividade hemaglutinante,

mesmo apos longos periodos de armazenamento.
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Figura 2 — Representacdo da precipitacdo salina.
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Modificado de: KOOLMAN; ROEHM (2005).

Figura 3 — Representagdo esquematica de uma dialise.
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Modificado de: KOOLMAN; ROEHM (2005).

Apobs a extracdo e purificacdo parcial através do fracionamento salino, diversos
métodos cromatograficos sdo usados para purificacdo de lectinas a homogeneidade (LAM,;
NG, 2011). Dentre estes se destacam: cromatografia de afinidade, a qual se baseia na
especificidade a carboidratos (KEBURIA; KHURTSIDZE; GAIDAMASHVILI, 2010; SA et
al., 2008; SOUZA et al., 2011); cromatografia de troca idnica, relacionada a carga liquida da
proteina (CHEN et al., 2009; SANTI-GADELHA et al., 2006; WANG; NG, 2001; YAN et
al., 2005); e cromatografia de gel filtracdo, também chamada de exclusdo molecular, cujo
principio recai no tamanho molecular da lectina (GERLACH et al., 2005; REGO et al., 2002;
ROJO et al., 2003; SILVA et al., 2009).
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Na cromatografia de afinidade (Figura 4), hd a separacdo das proteinas pelas suas
especificidades de ligagdo. As proteinas retidas na coluna sdo aquelas que se ligam
especificamente a um ligante da matriz. As proteinas que néo se ligam sdo lavadas através da
coluna, e a proteina de interesse é entdo eluida da coluna aplicando-se uma solugédo contendo
o ligante livre (NELSON; COX, 2004).

Figura 4 — Cromatografia de afinidade.
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A cromatografia de troca ibnica (Figura 5) baseia-se na ligacdo da proteina com o0s
grupos de cargas elétricas de sinais contrarios imobilizados na matriz, em um determinado
pH. A matriz da coluna é um polimero sintético contendo grupos carregados. A afinidade de

cada proteina para 0s grupos carregados na coluna ¢é afetada pelo pH (que determina o estado
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de ionizagdo da molécula). A coluna é lavada com solugdo tampdo e as proteinas com
nenhuma ou pouca interacdo com o trocador de ions (catidnico ou anidnico) sao eluidas. As
proteinas adsorvidas a matriz podem ser eluidas pelo aumento da forca idnica ou alteracdo do
valor do pH do meio (NELSON; COX, 2004).

Figura 5 — Cromatografia de troca i0nica.
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A cromatografia de exclusdo molecular (Figura 6) baseia-se na separagdo das
proteinas de acordo com o tamanho. A matriz da coluna é um polimero com poros de tamanho

selecionado. Proteinas maiores migram mais rapidamente do que as menores, porque Sao
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grandes demais para entrar nos poros dos granulos e, portanto, tragam uma rota mais direta
através da coluna. As proteinas menores entram pelos poros e sdo retardados pelo seu
caminho mais labirintico através da coluna (NELSON; COX, 2004).

Figura 6 — Cromatografia de exclusdo molecular ou gel filtracdo.
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3.2.5 Caracterizacao de preparacoes lectinicas

Uma vez purificadas, as lectinas podem ser caracterizadas por meio de varias técnicas,
como: eletroforese (Figura 7), eletroforese bidimensional (Figura 8), determinacdo do ponto
isoelétrico, analise da composicdo de aminoacido, determinacdo da sequéncia aminoacidica,
estudos de fluorescéncia, dicroismo circular e cristalizacdo, entre outros (FENTON-
NAVARRO et al, 2003; MARKIV et al., 2011; PEREIRA-JUNIOR et al., 2012;
TRINDADE et al., 2006; VAZ et al., 2010; YAO; PAN; ZHOU, 2012).

Figura 7 — Eletroforese (SDS-PAGE).
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Figura 8 — Eletroforese bidimensional.
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3.2.6 Lectinas de plantas

Analises ao nivel do genoma e transcriptoma tém mostrado que as sequéncias de
lectina sdo ubiquas no reino vegetal e centenas de lectinas ja foram purificadas a partir de
vérias espécies vegetais (VAN DAMME et al., 2008), sendo abundantes em raizes, frutos,
flores, cascas, folhas e sementes (RATANAPO; NGAMJUNYAPORN;
CHULAVATNATOL, 2001).

Diferentes fungdes tém sido creditadas a essas lectinas, como alongamento da parede
celular, interagdes entre plantas e microrganismos e defesa contra o ataque de fungos, virus,
nematoides e bactérias. Esta interacdo entre plantas e outros organismos poder ser mediada
por tais lectinas devido ao fato de que estas apresentam especificidade a carboidratos ou
glicoconjugados de baixa ocorréncia ou mesmo ausentes no reino vegetal (como por
exemplo, galactose e &cido sialico) (HOPKINS; HARPER, 2001; LIENER; SHATON;
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GOLDESTEIN, 1986; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; RIPOLL et al., 2003;
RUDIGER, 1998; WONG et al., 2010).

Existe ainda uma evidéncia crescente de que as lectinas podem funcionar como
proteinas de defesa contra insetos e outros herbivoros (CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002;
MICHIELS; VAN DAMME; SMAGGHE, 2010; VAN DAMME, 2008;
VANDENBORRE; VAN DAMME; SMAGGHE, 2009); ja que, muitas vezes, as lectinas
estdo presentes em grandes quantidades nos 6rgdos de armazenamento e sementes que Sao
particularmente vulneraveis insetos praga ou outros patégenos (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995). Devido a estas observagdes, foi proposto entdo que as lectinas de plantas
desempenhariam um papel na defesa geral contra uma variedade de invasores vegetais, além
de serem usadas também como proteinas de armazenamento para 0 crescimento e
desenvolvimento da planta (VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011).

Durante as duas Gltimas décadas, importantes progressos tém sido atingidos no estudo
da atividade de lectinas de plantas contra agentes patogénicos, nematddeos e, especialmente,
os insetos praga (MA; TIAN; LI, 2010; PEUMANS; VAN DAMME, 1995;
VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004). Esta atividade inseticida tem sido documentada em
ensaios de alimentacdo in vitro e em estudos com plantas transgénicas (CARLINI; GROSSI-
DE-SA, 2002; MACEDO et al., 2002). Isto pode ser de grande potencial econdmico no
manejo de pragas, pois j& que as lectinas sdo produtos do metabolismo primério, 0s seus
genes sdo bons candidatos para conferir resisténcia a insetos em plantas transgénicas.
Portanto, a purificagéo e caracterizagéo das lectinas de novas fontes podem revelar genes com
0 potencial genético para melhoramento de culturas (KAUR et al., 2006).

As lectinas de leguminosas representam a maior e mais estudada familia de proteinas
desta classe. Até agora, varias destas foram isoladas e caracterizadas principalmente com base
na atividade hemaglutinante, e muitas foram obtidas de sementes (DAMICO et al., 2003;
KONOZY et al.,, 2002; KONOZY et al.,, 2003; LAKHTIN, 1994; LORIS et al., 1998;
MACHUKA et al., 1999; SHARON; LIS, 1990; WANG; NG, 2001). Alguns exemplos bem
conhecidos destas lectinas sdo Concanavalina A (Con A), Fitotohemaglutinina (PHA),
Cramoll (obtida de Cratylia mollis) e a lectina de Erythrina coralladendron (ECorl). As
lectinas de leguminosas sdo extremamente Uteis como modelo para o entendimento da base
molecular de interacBes proteina-carboidrato por serem mais faceis de purificar e exibirem
uma grande variedade de especificidade para aclcares. Uma importante razdo pelo interesse
nestas lectinas é sua similaridade estrutural com as lectinas de outras fontes, como as de
animais e microrganismos (SHARON; LIS, 2001).
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3.2.7 Aplicacdes biotecnoldgicas de preparagdes lectinicas

As lectinas tém atraido grande interesse devido as suas varias atividades bioldgicas.
Dentre os papéis bioldgicos detectaveis nas lectinas, podemos citar sua ac¢do fungicida,
antiproliferativa, antitumoral, antiviral, antimicrobiana, inseticida e aglutinacdo de células;
além de estimular células do sistema imune (ANDRADE et al., 2004; BROEKAERT et al.,
1989; DOES et al., 1999; FREIRE, 2003; SINGH; SINGH; KAMBOQJ, 2004; WANG et al.,
1996; WONG; NG, 2003; YE et al., 2001).

As lectinas, por terem a habilidade de combinar-se com Vérios glicoconjugados nas
superficies celulares e fluidos corporais, sdo consideradas valiosas ferramentas de
investigacdo nos campos da genética, biomedicina, imunologia e biotecnologia, entre outros
(DIAZ et al., 1999). Além disso, as lectinas podem servir como marcadores histologicos, na
observacdo de mudangas nos padrfes de glicosilacdo que ocorrem na superficie celular
durante os processos fisioldgicos e patoldgicos, desde a diferenciagdo celular ao cancer
(SHARON; LIS, 2001); e tornar-se potenciais ferramentas bioadesivas na entrega de drogas
(GABOR et al., 2001).

Lectinas como AMML, DvioL, DRL e ConBr, obtidas de Astragalus mongholicus,
Dioclea violacea, D. rostrata e Canavalia brasiliensis, respectivamente, possuem atividade
anti-fangica (GOMES et al., 2012; YAN et al., 2005) e outras, demonstram atividade
antibacteriana, como BIL, uma lectina obtida do veneno de Bothrops leucurus, que mostrou-
se efetiva contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis (NUNES
etal., 2011).

Por outro lado, lectinas de Bauhinia monandra (BmoLL) (MACEDO et al., 2007),
Arisaema helleborifolium (AHL) (KAUR et al., 2006) e as VAC1 e VAC2 (ambas obtidas
de Viscum album) (KEBURIA; KHURTSIDZE; GAIDAMASHVILI, 2010) possuem

atividade inseticida.

3.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE

Uma das informagdes primordiais a serem conhecidas sobre um novo composto para
que o mesmo possa ser utilizado biologicamente é a sua toxicidade, seja com relacdo ao seu
alvo, seja com relagéo ao ambiente que o circunda.

O ensaio de letalidade, realizado com organismos simples, envolve apenas o

parametro de morte ou vida. Este tipo de experimento tem sido utilizado para monitoramento
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répido e simples de resposta bioldgica, permitindo a avaliagdo da toxicidade geral e, portanto,
é considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial
atividade biolégica (CAVALCANTE et al., 2000; COLEGATE; MOLYNEUX, 1993;
MEYER et al., 1982; TAYLOR; CALDWELL; BENTLEY, 2005). A determinacdo da
toxicidade de um composto geralmente utiliza animais invertebrados como modelo
(CALDWELL; BENTLEY; OLIVE, 2003).

Dentre esses bioensaios, encontra-se a toxicidade sobre Artemia salina Leach, cujo
primeiro trabalho relativo ao seu uso para esta finalidade foi publicado em 1956 (MICHAEL;
THOMPSON; ABRAMOVITZ, 1956). Desde entdo, inimeros artigos da literatura tem
reportado sua utilizagdo em estudos ambientais (PRICE; WAGGY; CONWAY, 1974;
SORGELOOS; REMICHE-VAN DER WIELEN; PERSOONE, 1978; VANHAECKE et al.,
1981), utilizando produtos e toxinas naturais, além de extratos de plantas (HARWIG;
SCOTT, 1971; MEYER et al., 1982; SILVA et al., 2005).

Caracteristicas como a facilidade na obtencdo de sua larva; a simplicidade com que
pode ser manuseada; a sensibilidade a uma ampla variedade de compostos com atividade
bioldgica e diversas estruturas quimicas (requerendo uma pequena quantidade de amostra); a
rapidez e o baixo custo dos ensaios favorecem a sua utilizagdo rotineira em diversos estudos,
sendo tais ensaios de letalidade muito utilizados em analises preliminares de toxicidade geral
(CAVALCANTE et al., 2000; LUNA et al., 2005; MEYER et al., 1982; PIMENTA et al.,
2003).

3.3.1 Artemia salina

As espécies do género Artemia sdo encontradas em lagos salgados, salinas e ambientes
marinhos. Estes organismos ganharam popularidade em bioensaios devido & sua facilidade de
cultura — inclusive porque os organismos sdo suficientemente pequenos para permitir que um
ndmero estatisticamente valido seja mantido sob condi¢cfes de laboratério, tempo de geracéo
curto, distribuicdo cosmopolita e a disponibilidade comercial dos seus ovos dormentes
(cistos), j& que estes animais sdo comumente utilizados como alimento para peixes. Além
disso, a partir do momento que os animais eclodem dos cistos apresentam idade, gendtipo e
condic@es fisiologicas similares, a variabilidade do teste é muito reduzida (BARAHONA;
SANCHEZ-FORTUN, 1999; CAVALCANTE et al., 2000; HSU; CHICHESTER; DAVIES,
1970; LUNA et al., 2005).

Artemia salina Leach (Artemiidae) é um invertebrado componente da fauna dos
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ecossistemas aquaticos salinos e marinhos (MCLAUGHLIN; CHANG; SMITH, 1991;
PARRA et al., 2001). Ja foi até mencionada como a “Drosophila aguéatica”, pois é o crustaceo
mais conhecido do ponto de vista molecular e, portanto, um dos organismos aquaticos mais
estudados até hoje (CORREA; PENAFORT, 2011).

Segundo Sorgeloos et al. (1986), a Artemia sp. possui a seguinte classificacdo
taxondmica: Reino — Animalia; Filo — Arthropoda; Classe — Crustacea; Subclasse -
Branchiopoda; Ordem — Anostraca; Familia — Artemiidae; Género — Artemia, Leach (1819).

O individuo adulto apresenta de 8 a 10 mm de comprimento, corpo alongado,
segmentado e dividido em cabeca, térax e abdome. Seu trato digestivo é linear e existem onze
pares de toracopodos funcionais, 0s quais sao responsaveis pela natagdo, alimentacdo (através
da filtragdo) e respiragdo. Machos e fémeas sdo facilmente diferencidveis. Nos individuos
masculinos, as antenas diferenciaram-se num 6rgao que auxilia a cépula, segurando a fémea;
e esta Ultima apresenta uma bolsa incubadora préxima ao Gltimo par de toracdpodos (Figura
9) (VAN STAPPEN, 1996).

Seus ovos, quando secos, podem ser conservados durante muitos anos, estando sempre
aptos a eclodirem, desde que sejam colocados em agua (MORRIS, 1971).

Figura 9 — Dois espécimes de Artemia salina: macho a esquerda e fémea a direita

Fonte: <http://biologiaacontecendo.blogspot.com.br/2012/04/artemia-salina.html>

A. salina é considerada uma espécie extremamente eurialina, suportando salinidades
entre 3 e 300 ppt. Por isso, tém sido largamente utilizada para a avaliagdo da contaminagédo de
aguas salinas e/ou marinhas por agentes quimicos. Pode até sobreviver curtos periodos de
tempo em agua doce, mas ndo pode se reproduzir nele. Sobrevive a temperaturas variando de
15 a 55 °C (BARAHONA; SANCHEZ-FORTUN, 2007; TREECE, 2000).
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Segundo Igarashi (2008), o ciclo de vida da Artemia sp. pode ser dividido em quatro
estdgios morfoldgicos de desenvolvimento: nduplio, metanduplio, pré-adulto (ou jovem) e
adulto (Figura 10).

Figura 10 - Ciclo de vida de A. salina.
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Fonte: <http://www.fao.org/docrep/field/003/AC410S/AC410S03.htm>

O ensaio de letalidade da A. salina demonstrou boa correlagdo com a questdo da
citotoxicidade geral contra algumas linhagens de tumores solidos humanos e com a atividade
pesticida (ANDERSON et al, 1991; MCLAUGHLIN; CHANG; SMITH, 1991,
RAMACHANDRAN et al., 2011). Além disso, pode ser utilizado para expressar a toxicidade
de um extrato com atividade moluscicida contra organismos ndo-alvos, como peixes e

pequenos crustaceos (LIMA et al., 2002).

3.3.2 Biomphalaria glabrata e a esquistossomose mansonica

Entre as doencas parasitarias humanas, a esquistossomose continua a ser uma das mais
prevalentes, com consequéncias significativas para a economia e a salde publica
(CHITSULO et al., 2000).

A esquistossomose é uma doenca cronica, debilitante, causada pela infestacdo do
hospedeiro pelo parasita Schistosoma sp., um verme trematoide que vive no sangue durante
um estagio de seu ciclo de vida, e que afeta mais de 200 milhGes de pessoas (KING;
DANGERFIELD-CHA, 2008; LUNA et al., 2005).
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Embora certo nimero de espécies de Schistosoma, tais como S. haematobium, S.
japonicum, S. mekongi e S. intercalatum, possa causar doencas humanas sistémicas, 0
principal agente da esquistossomose humana é o S. mansoni, a espécie mais comum no Brasil
(LEMMICH et al., 1995; LUNA et al., 2005; POINTER; GIBODA, 1999).

A transmissdo da esquistossomose acontece quando o homem contaminado defeca
proximo a colecBes de agua doce, parada ou com pouca correnteza, onde se encontra o
molusco hospedeiro intermediario, liberando os miracidios dos ovos presentes nas fezes, que
irdo contaminar o caramujo. Tendo completado o estagio larval, o molusco libera na agua as
larvas infectantes para o homem, chamadas de cercérias, que entram pela pele (NEVES,
2005) (Figura 11). Solugbes permanentes para este problema incluem a restricdo de contato
humano com 4&gua poluida e prevencdo de novas contaminacBes do meio ambiente
(CHITSULO et al., 2000; LUNA et al., 2005).

Aproximadamente sete semanas apds a infecgdo transcutanea inicial, a produgdo de
0VO0s comega nas tributarias da veia mesentérica inferior. Depositados por via intravascular, 0s
ovos penetram na parede do vaso para atingir o ileo terminal e o c6lon, levando a uma
inflamacéo aguda. Depois de penetrar na mucosa, 0S 0vos sdo excretados juntamente com as
fezes. No entanto, 50% dos ovos permanecem aprisionados no interior da parede do intestino.
Devido a liberacdo de substancias antigénicas, a deposicao de ovos leva a inflamacéao cronica
granulomatosa, resultando em lesdes e disfuncdo intestinais (ABDU, 2009; ABDU, 2012;
HERBERT et al., 2010; MOREELS et al., 2001; WEINSTOCK, 2002).

Figura 11 — Transmissdo do S. mansoni.
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O desenvolvimento das larvas de Schistosoma ocorre em vérias espécies de caracois
pertencentes ao género Biomphalaria, porém o gastropode de agua doce B. glabrata (Figura
12) é o principal hospedeiro intermediario da esquistossomose nas Américas do Sul e Central
(ALVES et al., 2000; LEMMICH et al., 1995; PERRETT; WHITFIELD, 1996; POINTER;
GIBODA, 1999; VERJOVSKI-ALMEIDA; DEMARCO, 2004).

Figura 12 — Aspecto geral do molusco Biomphalaria glabrata.

Fontes: <http://www.afpmb.org/pubs/Field_Guide/Images/originals/Fig.%20274.jpg> e
<http://www.cre6-rjrj.blogspot.com.br/2012_06 13 archive.html>

Com relacdo a sua taxonomia, B. glabrata possui a seguinte classificacdo: Reino —
Animalia; Filo — Mollusca; Classe — Gastropoda; Subclasse — Pulmonata; Ordem -
Basommatophora; Familia — Planorbidae; Género — Biomphalaria, Say (1818). Os animais
sdo hermafroditas, e a concha de exemplares adultos mede de 20 mm a 40 mm de diametro;
de 5 mm a8 mm de largura e apresenta cerca de 6 a 7 giros; e as paredes laterais dos giros séo
arredondadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2007; SOUZA,; LIMA, 1992).

Para o controle da esquistossomose, além do tratamento dos pacientes infectados, é
muito importante que as populagfes de caramujos sejam controladas como uma forma de
reducéo do risco de transmisséo da doenga (SILVA FILHO et al., 2009).

Um método plausivel de atacar e quebrar o ciclo evolutivo de S. mansoni (verme-ovo-
miracidio-esporocisto-cercérias-verme) é através do controle ou tratamento profilatico das
massas de agua gque servem como locais de transmissdo, utilizando-se agentes moluscicidas
que destruirdo o seu hospedeiro intermediario, o caramujo (ou caracol), no qual a
transformacao de miracidios para cercérias ocorre. Este constitui o elo mais fraco no ciclo de
transmissdo e é o ponto légico de ataque para controlar a doenga (LUNA et al., 2005;
PERRETT; WHITFIELD, 1996).
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3.3.2.1 Agentes moluscicidas

O alto custo das drogas moluscicidas sintéticas, juntamente com preocupagdes sobre a
sua toxicidade para organismos ndo-alvo e o possivel desenvolvimento de resisténcia do
caracol, tem levado a uma procura de alternativas mais baratas (LEMMICH et al., 1995;
POINTER; GIBODA, 1999). Logo, novos agentes moluscicidas seguros e eficazes séo
urgentemente necessarios, porém, estes produtos devem ser estaveis, baratos, de facil
aplicacdo e mostrar toxicidade altamente seletiva para o organismo alvo (SINGH; MISRA,;
AGRAWAL, 1996).

O interesse pela busca de agentes moluscicidas de origem vegetal data da década de
1930, quando foi sugerido por R. G. Archibald o plantio de Balanites aegyptiaca L.
(Balanitaceae), uma &rvore tipica do deserto, nas margens dos focos de transmissdo da
esquistossomose, no Suddo. Os frutos, ao cairem das arvores, inibiam a densidade
populacional de caramujos (CANTANHEDE et al., 2010). Desde entdo, as propriedades
moluscicidas de numerosos extratos de plantas tém sido estudadas com o objetivo de
desenvolver-se uma tecnologia acessivel e barata, apropriada para uso pelas comunidades
locais no controle do vetor (MENDES et al., 1997).

Na busca por produtos com alto potencial moluscicida a partir de extratos vegetais,
muitos autores se dedicaram a pesquisa de plantas regionais. No Brasil, varios estudos podem
ser citados, como o realizado por Lopes et al. (2011), que, ao comprovarem a presenca de
saponinas e esteroides em altas concentracbes no extrato hidroalcodlico das folhas do
pequizeiro (Caryocar brasiliense), se interessaram em avaliar sua agéo frente ao B. glabrata.
Dos Santos e Sant’Ana (2000) testaram vinte e sete extratos brutos de vinte e seis espécies
utilizadas na medicina popular brasileira, pertencentes a dezenove familias diferentes. Das
espécies vegetais testadas por estes pesquisadores, Derris sp., Annona muricata, Jatropha
elliptica e Renealmia exaltata foram consideradas plantas moluscicidas promissoras.

Cantanhede et al. (2010) reltnem em seu artigo varias referéncias que comprovam a
atividade moluscicida de espécies vegetais (Tabela 1).

Segundo a OMS (WHO, 1965), algumas caracteristicas para um moluscicida ideal séo:
(1) apresentar uma alta atividade moluscicida geral; de baixa toxicidade em mamiferos e
relativamente barato; (2) um combinado herbicida/moluscicida; e (3) um composto altamente
especifico para os caracdis. Outros atributos desejaveis sdo: (1) a estabilidade na sua
formulagdo sob diferentes condi¢cdes ambientais e de armazenamento antes da utilizagéo; (2)

seguranca para o operador e facilidade de aplicagéo; e (3) baixo custo de tratamento.



Tabela 1 — Atividade moluscicida de espécies vegetais.

44

Familia Planta ut?l?zr;?ja Extrato Conc.* Caramujo Tempo**  Mortalidade Referéncia
polpa,
Anona crassiflora M. semente, Etandlico 20 B. glabrata 24 90
caule, raiz
A. glabra L. folha e Etandlico 20 B. glabrata 24 90
semente
Santos e Sant’
A. pisonis M. Caule Etandlico 20 B. glabrata 24 90 ana et al.,
Annonaceae 2001
A. salzmani D. Folha Etandlico 20 B. glabrata 24 90
A. squamosa Vell Raizes Etandlico 20 B. glabrata 24 90
A. muricata L. folha e caule Etandlico 20 B. glabrata 24 90
A. muricata L. Folha Etandlico 100 B. glabrata 96 100 Lur;%(ngal.,
Thevetia peruviana latex 1,02 L. acuminata 24 90 Sm%ggt al.
Apocynaceae 5
Alstonia scholaris Latex 5,97 L. acuminata 24 90
Asclepidaceae Marsdenia altissima Casca Etandlico 100 B. glabrata % 80 Luna et al.,
(Jacq) 2005
Chrysanthemum .
viscidehirtum Schott. partes aéreas 1500 B. truncatus 24 100 KZTI Igglébet
Asteraceae Tell d |
Senecio santelisis Phil Folha Cloroférmico 50 B. peregrina 24 50 Bar 20(?0? al
S.leucostachys Baker Folha Cloroférmico 85 24 50
Caryocaceae Caryocar brasiliensis folha e casca Etandlico 100 B. glabrata 48 90 Bezerra etal.,
Camb. 2002
Chenopodium . A: Hmamouchi
Chenopodiaceae ambrosi%ides L partes aéreas Hexanico 2,23 B. truncatus 24 90 etal.. 2000
Licania carri Cardozo Folha Metandlico 100 B. glabrata 24 100
L. pittieri Prince Folha Metandlico 100 B. glabrata 24 100 B|I|2a08t0al.,
Chrisobalanaceae metanclico e
L. pyrifolia Griseb Folha P 100 B. glabrata 24 50
cloroférmico
Calendul_a_mlc_rantha Flor 98 B. alexandrina 24 50
Officinalis
Compositae Flor 81 B. truncatus 24 50 Rawi et al.,
1996
Folha 107 B. alexandrina 24 50
Folha 81 B. truncatus 24 50
Euphorbia conspicua Latex Etandlico 4,87 B. glabrata 96 90 Sant;goe?t al.,
E. helioscopia folha seca Metanélico 50,8 24 50
Jatropha glauca caule fresco Hexanico 23 B. pfeifferi 24 50 Al-janz%ao% et
Euphorbiaceae folha seca Cloroférmico 16,5 24 50
. . . Singhetal.,
E. pulcherrima Latex 0,25 L. acuminata 24 90 20054
E. schimperiana caule seco Metandlico 7,6 B. pfeifferi 24 50 Aljag%%% et
folhas frescas  Cloroférmico 2,2 24 50
Heliantheae Wedelia subvaginata - . Bardon et al.,
N E Br folha e flor Metandlico 81 B. peregrina 24 50 2007
Caryopteris x
clandonensis Raiz Cloroférmico 5 B. truncatus 24 100 H:tnanledgggge
Simmonds "
. . . . Lahlou e
Lamiaceae Citrus aurantium Oleo 0,28 B. truncatus 24 50 Berrada, 2001
Origanum compactum 44 B. truncatus 24 50
Benth.
. Acetato de Hmamouchi
0. compactum Benth. partes aéreas Etila 2 B. truncatus 24 90 etal., 2000
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Cont.
- Parte . . .
Familia Planta utilizada Extrato Conc.* Caramujo Tempo**  Mortalidade Referéncia
Azadirachta indica A. Folha aquoso 2,56 L. acuminata 24 50 Singhetal.,
. Juss 1996
Meliaceae .
Caule aquoso 1,86 L. acuminata 24 50
Oleo aquoso 17,35 L. acuminata 24 50
Stryphnodendrom - Bezerraetal.,
adstringens Mart. folha e casca etandlico 100 B. glabrata 48 100 2002
Mimosoideae etandlico 50 B. glabrata 48 90
S. polyphyllum folha e casca etandlico 100 B. glabrata 48 100
etandlico 50 B. glabrata 48 70
Eugenia dysenterica folha etandlico 100 B. glabrata 48 100 Bezeer%;t a,
Myrtaceae . i botio da fl . Singh e
Syzygium aromaticum otdo da flor aquoso 51,98 L. acuminata 96 50 Kumar, 2006
etandlico 83,53 24 50
Rubiaceae GardemaLt?unbergla folha aquoso 571 B. truncatus 24 50 CIa;I;gtY al.
196 B. truncatus 24 90
Rutaceae Ruta chalepensis L. partes aéreas hexanico 3,52 B. truncatus 24 90 }:tmaallmggggl
Solanum aculeastrum frutos metandlico 50 B. pfeifferi 24 100 Wanyonyi et
Solanaceae al., 2003
S. jabrense folha etandlico 39,8 B. glabrata 24 90 S|I\;%8:3al.,

*ppm (png/L); ** tempo de exposi¢do dos caramujos (horas).

Fonte: CANTANHEDE et al., (2010).

O conhecimento popular tem sido uma importante fonte de informagfes para a
pesquisa cientifica em diversas areas de estudo. Investigacbes etnofarmacoldgicas e
etnoboténicas tém sido utilizadas como a principal estratégia para a selegdo de plantas com
diversas atividades bioldgicas, encurtando assim o tempo para a descoberta de novas drogas,
j& que a abordagem etnodirigida consiste na selegéo de espécies de acordo com a indicagédo de
grupos populacionais especificos em determinados contextos de uso, enfatizando a busca pelo
conhecimento construido localmente a respeito de seus recursos naturais. Principalmente a
partir da década de 1990, quando houve a publicagdo de trabalhos sobre o potencial de tais
investigacOes para descoberta de novos farmacos, a pesquisa envolvendo os saberes e praticas
“tradicionais” ganharam novo sentido indo além da simples compilacdo de plantas e animais
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Plantas medicinais tornaram-se, entdo, o foco de atencdo como fonte de agentes
moluscicidas, uma vez que em geral sd0 menos caras e menos perigosas para 0 ambiente do
que compostos sintéticos. Logo, considerando-se a medicina popular tradicional ou a
literatura etnofarmacol6gica, ha uma facilidade maior para a descoberta de novas espécies de
plantas que apresentam atividade moluscicida. No entanto, antes da aplicagdo de um novo
moluscicida natural a qualquer um dos recursos hidricos, é essencial a determinacdo dos

possiveis efeitos tdxicos dos componentes ativos em organismos aquaticos ndo-alvo e em
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aves e mamiferos, particularmente se existe uma possibilidade de os compostos presentes na
preparacdo acumularem-se em produtos alimentares de origem aquética através da cadeia
alimentar (BILIA et al., 2000).

3.4 CANCER

3.4.1 Conceito e generalidades

Atualmente, o cancer é um dos problemas de salde publica mais complexos que o
sistema de saude brasileiro enfrenta, dada a sua magnitude epidemioldgica, social e
econOmica. Afeta os seres humanos com alta frequéncia e contribui significativamente para a
morbidade e mortalidade globais. Ressalta-se que pelo menos um ter¢co dos novos casos de
cancer que ocorre anualmente no mundo poderia ser prevenido (MARTINKOVA et al., 2009;
INCA, 2012). Outro fato digno de atencdo € que a carga global de céncer continua a
aumentar, em grande parte por causa do envelhecimento e crescimento da populagdo mundial
ao lado de uma crescente adogdo de comportamentos causadores de cancer, particularmente o
tabagismo, nos paises em desenvolvimento econdémico (JEMAL et al., 2011).

A palavra cancer vem do grego karkinos, que quer dizer caranguejo, e foi utilizada
pela primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina, que viveu entre 460 e 377 a. C. O cancer
ndo é uma doenca nova. O fato de ter sido detectado em mUmias egipcias comprova que ele ja
comprometia 0 homem ha mais de 3 mil anos antes de Cristo. Atualmente, cancer é o nome
geral dado a um conjunto de mais de 100 doengas heterogéneas que afetam drasticamente a
humanidade, e que tem em comum o crescimento desordenado de células, que tendem a
invadir tecidos e @rgdos vizinhos, podendo apresentar-se de varias formas, incluindo
formacbes em tecidos sdlidos (sarcomas, carcinomas) e tumores de ceélulas isoladas
(leucemias e linfomas) (CERQUEIRA, 2000; DESCH, 2002; INCA, 2012; KLUG;
CUMMINGS, 2002; THOMAS, 2003).

De acordo com Mendelsohn (1995) os termos cancer, neoplasia e processo maligno
sdo geralmente utilizados como sindnimos, tanto na literatura técnica quanto na popular.

O céancer é comumente descrito como uma doenca de mutacdes em genes que regulam
caminhos essenciais da funcéo celular levando a um crescimento exagerado e descontrolado
das células do tecido. Estas mutacdes podem ocorrer devido a acdo de agentes carcinogénicos,
como radiacdo ionizante, agentes quimicos (como a nicotina e o tabaco) e fisicos, horménios

(como o estradiol) e alguns virus (como o de Epstein-Barr, o da hepatite B, e 0s
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papilomavirus humanos 16 e 18). No entanto, evidéncias epidemioldgicas e clinicas apontam
para o importante, porém multifacetado, papel do hospedeiro (FERNANDES JUNIOR, 2000;
HANAHAN; WEINBERG, 2000; HOUGHTON et al., 2005; KLUG; CUMMINGS, 2002;
LIEHR, 2000; THOMAS, 2003; WEST et al., 2003).

O tumor maligno raramente é o resultado de uma Unica mutacéo ou perda de um alelo
supressor. Ha evidéncias de que é necessario mais que uma unica mutacdo para transformar
uma célula normal em uma célula cancerosa. As alteracdes de DNA podem incluir um Gnico
ponto de troca de nucleotideos, delegdo, amplificacdo, translocagéo, rearranjo cromossémico,
metilagdo ou outros eventos que podem, entdo, levar a ativacdo de oncogenes e inativacdo dos
genes supressores tumorais. Normalmente, um acumulo de alteracbes de DNA, de forma
irreversivel, por um periodo de muitos anos, transforma célula normal em uma cancerosa.
Anteriormente, pensava-se que a desregulacéo de quantidade limitada de oncogenes ou genes
supressores de tumores causava cancer, no entanto, mais recentemente, as alteracOes de
muitos outros genes envolvidos direta ou indiretamente no processo de carcinogénese e no
processo de progressdao do tumor foram demonstradas (ALBERTS et al., 1999; DESCH,
2002; MARTINKOVA et al., 2009).

A patogénese do cancer, chamada tumorigénese ou carcinogénese, € um processo de
multiplos passos regulado por alteracBes genéticas e epigenéticas cumulativas, que requer a
divisdo das células constitutivas, seu crescimento e sobrevivéncia. Uma estratégia utilizada
pelas células cancerosas para regular a vias de crescimento e sobrevivéncia é atraves da
producdo autdcrina de fatores de crescimento e sobrevivéncia. J& 0s mecanismos de controle
epigenético envolvem mudangas de padrdes de expressdo de genes mediada por modificacdes
do DNA e/ou histonas, sem a alteragdo direta da sequéncia de nucleotideos dos genes
(GRIVENNIKOV; KARIN, 2008; HOUGHTON et al., 2005; MARTINKOVA et al., 2009;
NOWELL, 1976).

Uma interpretacdo simplista da carcinogénese de dois passos é: (1) a iniciacéo,
ativando proto-oncogenes e/ou desativando genes supressores tumorais que regulam os
circuitos celulares, controlando a divisdo celular, sobrevivéncia, e senescéncia — oS
iniciadores tumorais induzem alteragBes genéticas que causam a ativacdo; e (2) promocao,
necessaria para a expansdo das células iniciadas em lesdes pré-malignas que progridem para
massas de tumores malignos, motivada por sinais celulares e extracelulares que levam a
células imortalizadas resistentes a sinais inibidores de crescimento e apoptose. Os detalhes
moleculares da patogénese do cancer estdo sendo rapidamente desvendados no nivel celular,

mas o que esté faltando nesta “desconstrucdo” € como as respostas fisioldgicas do hospedeiro
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estdo envolvidas nisso (HENNINGS et al., 1993; HOUGHTON et al., 2005).

Contudo, outra etapa do processo carcinogénico que pode ser mencionada é a
progressdo do tumor. Enquanto a iniciagéo é breve e irreversivel, a promogao e progressao do
tumor sdo processos duradouros que até certo ponto podem ser revertidos, proporcionando
assim uma base racional para a quimiointervencdo. Acredita-se que a promogéo de tumores
depende de uma interacdo entre as células iniciadas e seu microambiente (ALBINI; SPORN,
2007) e a inflamagdo é um frequente promotor de tumor (KARIN, 2006).

O desenvolvimento e progressdo do cancer sdo influenciados pela combinagdo de
varios fatores incluindo genética, ambiente, alimentacdo e imunidade, bem como varios
outros ainda a serem descobertos. Estudos epidemioldgicos sdo particularmente eficazes para
a identificacdo de fatores de risco de cancer, mas raramente elucidam os mecanismos
subjacentes. Tais estudos indicam que o sobrepeso e a obesidade também estdo associados
com aumento de risco de cancer (MARTINKOVA et al., 2009; PARK et al., 2010).

Tal progressdo até o estado de neoplasia maligna depende de um conjunto de
capacidades necessérias: (1) crescimento incontroldvel, (2) insensibilidade a sinais que inibem
0 crescimento, (3) a fuga da apoptose, (4) a aquisi¢cdo de potencial replicativo ilimitado; (5)
capacidade para formar e manter novos vasos sanguineos (angiogénese), e (6) invasdo e
metéstase. A identificacdo de genes alterados e vias de sinalizacdo e suas metas poderiam
levar a substancial melhoria na prevencéo, no diagndstico, no progndstico e na terapéutica sob
medida para os canceres (HANAHAN; WEINBERG, 2000; MARTINKOVA et al., 2009).

Os tumores resultantes deste processo multi-etapa sdo estruturas complexas de células
malignas incorporado em uma vascularizagéo e rodeados por um estroma tumoral dindmico
constituido por vérias células ndo-malignas, tais como fibroblastos e células mieloides
(KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010). O meio do microambiente tumoral € semelhante
a resposta inflamatéria numa ferida em cicatrizacdo, a qual promove a angiogénese,
reorganizagdo da matriz extracelular (ECM), e motilidade das células tumorais (COUSSENS;
WERB, 2002).

Para se tornarem totalmente transformadas, células humanas primarias precisam
contornar Varios mecanismos celulares a prova de falhas que normalmente mantém o
crescimento celular sob controle. Esta proliferagdo desregulada ocorre quando o tumor
adquire a autossuficiéncia, através da producdo de seus proprios fatores de crescimento; ou
por tornar-se insensivel aos sinais anticrescimento. As MMPs (metaloproteinases da matriz
extracelular), por exemplo, podem estar criticamente envolvidas na deterioracdo do equilibrio

entre crescimento e sinais de anticrescimento no microambiente tumoral, j& que podem
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influenciar a biodisponibilidade ou a funcionalidade de varios fatores importantes que
regulam o crescimento (DROST; AGAMI, 2009; KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010).

A “fuga” da apoptose (morte celular programada) é uma outra estratégia que aumenta
0 nmero de células e tamanho dos tumores. A apoptose é normalmente iniciada através de
receptores extracelulares, tais como o0s receptores Fas, que ativam uma cascata proteolitica de
caspases intracelulares, uma vez que eles encontram o ligante Fas, levando a degradagéo
seletiva de compartimentos subcelulares e DNA nuclear (KESSENBROCK; PLAKS; WERB,
2010).

3.4.2 Metéstase

O desfecho letal da grande maioria dos canceres é devido a disseminacdo de células
tumorais metastaticas e o desenvolvimento de tumores secundarios em locais distantes
(KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010).

A metéstase — Ultimo passo da progressdo do tumor, no qual ha a propagacéo
de células da neoplasia priméria para 6rgdos distantes e seu crescimento implacavel — é o mais
temivel aspecto do céancer. Certos 6rgdos como o pulmdo, figado e o0ssos sdo os locais
preferenciais para a formacdo de metastases (BERNARDS; WEINBERG, 2002; FIDLER,
2003; KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010).

O fenotipo metastatico inclui a capacidade de migrar do tumor primario, sobreviver no
sangue ou na circulacdo linfatica, invadir outros tecidos e estabelecer nddulos metastaticos
distantes. O processo de metéstase do céncer consiste em uma longa série de passos
sequenciais, interligados (Figura 13) (FIDLER, 2003; RAMASWAMY et al., 2003).

De forma mais detalhada, a iniciacdo de metastases envolve a invasdo do tumor no
tecido periférico levando a entrada de células cancerosas no sangue ou nos vasos linféticos, de
onde se disseminam para 6rgdos secundarios. Invasdo e metastase exigem o cruzamento de
varias barreiras fisicas, tais como a membrana basal endotelial. A metastase ndo s6 depende
das caracteristicas das células cancerosas disseminadas do tumor primario, mas também
requer a formacdo de um ambiente receptivo, um nicho metastético, que € especificamente
adequado para o enxerto das células tumorais no 6rgdo distante (KESSENBROCK; PLAKS;
WERB, 2010).

Apesar das melhorias significativas no diagndstico, técnicas cirdrgicas, cuidados
gerais ao paciente e terapias adjuvantes locais e sistémicas, a maioria das mortes por cancer

sdo resultantes de metastases resistentes as terapias convencionais. A principal barreira para o
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tratamento de metastases é a heterogeneidade bioldgica das células cancerosas na neoplasia
primaria e nas metastases. Além disso, 0 microambiente especifico do 6rgdo pode modificar a
resposta de uma célula tumoral metastatica a terapia sistémica. O empirismo continuo no
tratamento da metéstase do cancer € susceptivel de produzir melhorias significativas na
terapia. Portanto, compreensdo a patogénese da metastase nos niveis sistémico, celular e

molecular s&o metas importantes da investigacao do cancer (FIDLER, 2003).

Figura 13 — Os principais passos na formacdo da metastase. a) Transformacdo celular e crescimento
tumoral. b) Proliferagdo de células e vascularizacdo (angiogénese). c) Invasdo local do estroma
hospedeiro por algumas células tumorais. d) Células tumorais individuais ou agregados celulares caem
na corrente sanguinea (ou nos vasos linfaticos), sendo transportados para diversos 6rgdos. €) As
células cancerosas extravasam e estabelecem um microambiente favoravel ao seu desenvolvimento. f)
Ocaorre entdo a proliferacdo dentro do parénquima do 6rgéo, concluindo o processo metastéatico.
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Adaptado de: FIDLER (2003).

e Extravasamento outros 6rgaos

Atualmente, existem apenas terapias anti-cancer limitadas disponiveis, com uma
eficacia muito variavel, o que reflete uma taxa de cura insatisfatoria. Apenas poucas
terapéuticas dirigidas que inibem especificamente o crescimento de tumores com
citotoxicidade geral minima estdo disponiveis. A identificacdo de genes alterados e vias de
sinalizacdo e suas metas poderiam levar a substancial melhoria na prevencao, no diagndstico,
no progndstico e na terapéutica sob medida para os canceres (GRIVENNIKOV; KARIN,
2008; MARTINKOVA et al., 2009).
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3.4.3 Tratamento do cancer

A quimioterapia, a radioterapia e a excisdo cirdrgica sdo os trés métodos mais comuns
e tradicionais de tratamento do cancer. Porém, devido aos efeitos colaterais da quimio e
radioterapia, tem-se buscado novos caminhos para a cura, incluindo Vvarias pesquisas com
produtos naturais.

A diferenga entre 0 sucesso ou o insucesso da quimioterapia depende ndo s6 da droga
em si, mas também da forma como esta é entregue ao seu alvo. Por causa da agdo
relativamente inespecifica dos agentes quimioterapéuticos, ha quase sempre alguma
toxicidade ao tecido normal, mesmo sob condices ideais. Portanto, é de grande importancia o
agente antineoplasico ser capaz de atingir seletivamente o seu alvo, ou seja, o tumor, de forma
tdo precisa quanto possivel, para reduzir os efeitos colaterais sistémicos toxicos resultantes da
distribuicdo sistémica generalizada e capaz de ser usado em uma dose muito menor, o0 que
ainda conduziria a uma reducéo da toxicidade (ALEXIOU et al., 2000).

Dados etnofarmacolégicos sdo obtidos através de consulta a “curandeiros” tradicionais
e do acumulo de informagdes sobre o uso medicinal popular de plantas, mas também a partir
da literatura sobre medicina popular. Este tipo de pesquisa facilita a selecdo de plantas
superiores candidatas ao desenvolvimento de drogas com maiores possibilidades de sucesso
(FABRICANT; FARNSWORTH, 2001; MANS; ROCHA; SCHWARTSMANN, 2000).

Vérios novos agentes anticAncer que entraram no mercado na década de 1990 foram
obtidos a partir de fontes naturais (COX, 1994; FARNSWORTH, 1984).

Ao longo da histéria médica, compostos derivados de plantas tém sido de grande
importancia para a terapia do cancer. S&o exemplos os alcaloides de Vinca, os taxanos e as
camptotecinas, derivados de Catharantus roseus, Taxus brevifolia e Camptotheca acuminata,
respectivamente (Tabela 2) (MANS; ROCHA; SCHWARTSMANN, 2000).

Vinblastina e vincristina foram introduzidas pela primeira vez no final dos anos 1960 e
tem contribuido para remissdes a longo prazo e curas de leucemia infantil, teratoma testicular,
doenca de Hodgkin e muitos outros tipos de cancer. Mas a estrela inquestionavel € o Taxol,
obtido de T. brevifolia, mas que pode ser produzido a partir da conversdo de uma estrutura
quimica obtida de T. baccata e que demonstra a eficacia contra os canceres de mama e ovario
(GUPTA et al., 2004; MANN, 2002).

Vérias pesquisas tém mostrado que lectinas podem exercer atividade inibitoria sobre o
crescimento de células tumorais, além de estimular o sistema imune (ABDULLAEV; MEJIA,
1997; ANDRADE et al.,, 2004; SHARON; LIS, 2002). Cra, lectina de Cratyllia mollis
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encapsulada em lipossomas, apresentou atividade antitumoral quando testada em
camundongos portadores do Sarcoma 180 (ANDRADE et al., 2004). AAL, uma lectina
purificada do cogumelo Agrocybe aegerita, mostrou-se toxica as linhagens tumorais humanas
HeLa, SW480, SGC-7901, MGC80-3, BGC-823 e HL-60 (ZHAO et al., 2003); e AHL, obtida
do tubérculo de Arisaema helleborifolium, as linhagens HOP-62, HCT-15, HEP-2, HT-29,
PC-3 e A-549 (KAUR et al., 2006). MCL, purificada de Momordica charantia, uma planta
popularmente conhecida como meldo-de-séo-caetano, apresentou atividade antitumoral frente
a células de carcinoma nasofaringeo humano (NPC), tanto in vitro quanto in vivo (FANG et
al., 2012). A lectina obtida de sementes de Trichosanthes cucumerina (TCSL) inibiu as

células do carcinoma ascitico de Erlich (EAC) em camundongos (KABIR et al., 2012).

Tabela 2 — Algumas drogas citotdxicas derivadas de fontes vegetais.

Droga Mecanismo de agédo Fonte vegetal
Vinblastine, vincristine Inibicéo da polimeracéo da tubulina Catharanthus roseus (Apocynaceae)
. - I . Podophyllum peltatum, P. emodi
Etoposide, teniposide Inibicéo da topoisomerase 11 (Berberidaceae)
Paclitaxel, docetaxel Promoc&o da estabilizagdo da tubulina Taxus brevifolia (Taxaceae)
Irinotecan, topotecan, 9-
aminocampothecin, 9- Inibicdo da topoisomerase | Camptotheca acuminata (Nyssaceae)

nitrocamptothecin
. . o . Harringtonia cephalotaxus
Homoharringtonine Inibicdo da DNA polimerase o (Cephalotaxaceae)

Conversdo mediada pelo citocromo P450

4-Ipomeanol em metabélitos ligadores de DNA Ipomoeca batatas (Convolvulaceae)

Elliptinium Inibicéo da topoisomerase 11 Bleekeria vitensis (Apocynaceae)

Flavopiridol Inibicéo das quinases ciclina-dependentes Amoora rohituka; Dy_soxylum hinectariferum
(Meliaceae)

Adaptada de: MANS; ROCHA; SCHWARTSMANN (2000).

3.5 INFLAMACAO

A sobrevivéncia é impossivel sem a defesa vigilante contra ataque e les6es. O sistema
imune inato continuamente examina o corpo, buscando a presenga de invasores. Quando
encontra um ataque, ele involuntariamente coloca em movimento uma resposta inflamatéria
localizada, discreta, para impedir ameagas mais patogénicas. A magnitude da resposta
inflamatoria é crucial: respostas insuficientes resultam na imunodeficiéncia, o que pode levar
a infecgOes e cancer; respostas excessivas causam morbidade e mortalidade em doencas tais
como a artrite reumatoide, doenca de Crohn, aterosclerose, enrijecimento arterial, diabetes,
doenca de Alzheimer, esclerose multipla, e isquemia cerebral e do miocérdio. Se a inflamagéo
se espalha na corrente sanguinea, como ocorre na sindrome do choque séptico, sepse,

meningite e traumas graves, as respostas inflamatorias podem ser mais perigosas do que o
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estimulo original. A homeostase e a satde sdo restauradas quando a inflamag&o é limitada por
respostas anti-inflamatérias que sdo redundantes, rapidas, reversiveis e localizadas (MAKI-
PETAJA; WILKINSON, 2012; TRACEY, 2002).

A inflamagéo promove a preservacdo da vida, como se reflete no risco aumentado de
infeccBes graves em individuos com deficiéncias genéticas dos componentes principais do
processo inflamat6rio (NATHAN, 2002).

A inflamagcdo é um mecanismo de defesa do hospedeiro, uma resposta imediata do
corpo a uma lesdo do tecido provocada por uma infeccdo microbiana ou outros estimulos
nocivos. E um conjunto complexo de interagdes entre fatores soltveis e células que podem
surgir em qualquer tecido em resposta a uma injdria traumatica, infecciosa, pds-isquémica,
toxica ou auto-imune, e que levam ao acimulo local de fluido plasmético e células sanguineas
com o objetivo de curar o tecido atingido e restaurar sua fungdo (CHETTIBI; FERGUSON,
1999; CRONSTEIN; NATHAN, 2002; HANSEL; DINTZIS, 2007; KUNDUR; SURH, 2012;
LAWRENCE; GILROY, 2007;TRACEY, 2002; WEISSMANN, 1993). Esta resposta é
relativamente inespecifica, ou seja, o padrédo inicial é independente do agente ou do evento
causal (SILVERTHORN, 2003; STEVENS; LOWE, 2002).

O processo normalmente leva a recuperacdo da infeccdo e a cura. No entanto, se a
destruicdo dirigida e a reparagdo assistida ndo sdo adequadamente faseadas, a inflamacéo
pode levar a danos persistentes no tecido por leucdcitos, linfocitos ou colageno (NATHAN,
2002).

Todo o mecanismo inflamatdrio deve ser afinado e regulado precisamente, porque as
deficiéncias ou excessos da resposta inflamat6ria causam morbidade e encurtam a vida. Por
exemplo, se a inflamag&o persiste na auséncia de um agente irritante ou microrganismo
identificavel, ela é muitas vezes tdo destrutiva para o hospedeiro quanto qualquer invasor,
como ocorre na artrite reumatoide (CRONSTEIN; WEISSMANN, 1993; TRACEY, 2002).

3.5.1 Inflamacéo aguda

A resposta inflamatéria é caracterizada pela ativacdo coordenada de diversas vias de
sinalizacdo que regulam a expressdo de ambos os mediadores pro- e anti-inflamatdrios em
células residentes dos tecidos e nos leucdcitos recrutados (LAWRENCE; GILROY, 2007).

Todo o fendémeno inflamatério engloba alguns sinais e sintomas caracteristicos,
chamados sinais flogisticos ou cardinais. O calor e o rubor resultam da dilatacdo dos vasos e

aumento do fluxo sanguineo na regido inflamada; o edema inflamatorio é provocado pelo
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acimulo de liquido e células inflamatérias (exsudato) nos espacos intersticiais,
particularmente dos componentes fluidos; a dor € o resultado da pressdo exercida pelo edema
nas terminacdes nervosas e de um efeito direto de determinados fatores quimicos liberados
durante a resposta inflamatoria. A perda da fungéo, total ou parcial, na area inflamada, pode
ser uma consequéncia direta da injuria ou secundaria ao edema e dor marcantes provocados
pelo proprio dano. Em situacfes experimentais in vivo as relages temporais dessa cascata de
acontecimentos estdo bem estabelecidas, isto é, edema e o acumulo de leucdcitos,
especificamente leucocitos polimorfonucleares (PMNL), seguido por acimulo de mondcitos e
macrofagos (FREDMAN; SERHAN, 2012; HANSEL; DINTZIS, 2007; SERHAN, 2009;
STEVENS; LOWE, 2002).

A resposta inflamatoria aguda possui trés fungdes principais: (1) facilitar o
encaminhamento das defesas locais (células e moléculas) para supressdo da infeccéo; (2)
destruir e eliminar um agente causal infectante pelos componentes do exsudato, gerando uma
barreira fisica para evitar a disseminacéo da infecgéo; e (3) reparar o tecido lesado (HANSEL;
DINTZIS, 2007; ROMERO et al., 2006; STEVENS; LOWE, 2002).

Para que todo este processo ocorra, hd uma liberacdo sequencial de mediadores,
vasodilatacdo, recrutamento de leucdcitos a partir da circulacdo e sua infiltracéo, inicialmente
de granuldcitos polimorfonucleares seguidos pelos mondcitos que se diferenciam em
macrdfagos localmente, para destruir agentes patogénicos invasores e entdo segue-se a fase de
resolucdo rapida e reparacdo do tecido danificado. Esta resposta deve ser de vida curta e
depende, acima de tudo, de um controle cuidadoso entre mediadores pré- e anti-inflamatérios.
Assim, a inflamacdo aguda tem um papel benéfico contra a infeccéo e lesdes (CHANG; LEE;
LIN, 2001; HANADA; YOSHIMURA, 2002; KORHONEN et al., 2005; KUNDUR; SURH,
2012; MAJNO, 1975; RAISON; CAPURON; MILLER, 2006).

Invariavelmente, esta resposta é desencadeada por mastocitos e macrofagos residentes,
cuja desgranulacdo e ativagdo sequencialmente liberam uma bateria de mediadores
inflamatdrios, incluindo aminas bioativas (histamina e 5-HT), citocinas, quimiocinas, assim
como mediadores lipidicos que coletivamente recrutam e ativam células inflamatdrias, bem
como promovem a formagéo de edema (Figura 14). Embora este sistema tenha uma enorme
capacidade de sinergia e redundéancia, ao longo dos anos serviu de base estavel para o
desenvolvimento e descoberta de medicamentos anti-inflamatorios, como desenvolvimento de
inibidores anti-inflamatdrios néo-esteroides da sintese de eicosanoides no inicio dos anos
1960 até os tempos mais recentes, com a inibigdo das acBes do fator de necrose tumoral o
(TNFa) (LAWRENCE; GILROY, 2007).
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3.5.2 Mediadores inflamatdrios

Uma variedade de mediadores inflamatorios ja € extensivamente conhecida. Estes
podem ser considerados de agdo rapida, como as aminas vasoativas (histamina, serotonina),

ou de acdo prolongada (substancias plasmaticas, citocinas e lipideos &cidos).

Figura 14 — Representagdo simplificada do processo inflamatdrio.
Adaptado de: <http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lecturesfO4am/lect23.htm>

1. Bactérias e outros patogenos penetram na
lesdo.

Plaquetas
sanguineas

2. Plaquetas do sangue liberam proteinas de
coagulagéo.

3. Mastécitos secretam fatores que mediam
vasodilatag8io e constrigio vascular.

4. Neutrdfilos secretam fatores que matam e
degradam patogenos.

5. Neutrdfilos e macrofagos removem os
patégenos por fagocitose.

6. Macréfagos secretam citocinas, que atraem
células do sistema imune ao local e ativam
células envolvidas no reparo do tecido.

7. A resposta inflamatéria continua até o
material estranho ser eliminado e a leséo é
reparada.

As aminas vasoativas séo liberadas na fase inicial da inflamagéo (1 — 1,5 horas) (LEE;
KATAYAMA, 1992). A histamina é uma amina biogénica que desempenha um papel
importante na regulacdo dos diferentes sistemas fisioldgicos no corpo, como no controle da
secrecdo do &cido géstrico; mas também desempenha um papel patofisiolégico em muitas
desordens alérgicas. E sintetizada a partir da descarboxilagio da L-histidina em tipos
celulares especificos, tais como mastocitos, basofilos e neurbnios. A histamina promove
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, além de desempenhar um papel central
na hipersensibilidade imediata e neurotransmissdo (LING et al., 2004; NELSON, 2002;
PARSONS; GANELLIN, 2009; RANG et al., 2004; SHIMAMURA et al., 2011; SIMONS;
SIMONS, 1992; WHITE, 2004).

A serotonina (5-hidroxitriptamina) € um dos principais neurotransmissores no cérebro
e também esta envolvida em uma gama de agdes periféricas. E de fato uma molécula com
duas identidades funcionais diferentes, dependendo do seu local de sintese: um horménio,
quando originada do intestino e um neurotransmissor quando no cérebro. Funciona como

mediador inflamatorio e esta envolvida na sensibilizacdo de nociceptores e controle
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microvascular (GLENNON; DUKAT, 2002; RANG et al., 2004; WALTHER et al., 2003;
YADAV et al., 2008).

As substancias plasmaticas envolvem sistema do complemento, sistema das cininas,
sistema de coagulagdo e sistema fibrinolitico. Sdo diversas cascatas de enzimas envolvidas na
mediacdo da inflamag&o, compostas de uma seérie de proteases ativadas sequencialmente. S&o
caracterizadas por um pequeno nimero inicial de proteinas que é amplificado a cada reacéo
enzimética sucessiva. O sistema de cascata rapidamente produz uma grande resposta
(HANSEL,; DINTZIS, 2007).

As citocinas sdo polipeptideos soliveis, que desempenham um papel crucial na
mediagdo da resposta imune tanto na periferia quanto no sistema nervoso central (SNC)
(AMANTEA et al., 2009; KAN et al., 2012). Este grupo engloba interferons, interleucinas,
quimiocinas, fatores de estimulagdo de colbnias e fatores de necrose tumoral. Podem ser
divididas em pré- e anti-inflamatorias.

As citocinas pro-inflamatérias estdo envolvidas na resposta imune inicial, ajudando a
guiar a eliminacdo dos patdgenos e a resolucdo do processo inflamatorio. As primarias
incluem TNF-a e a IL-1, as quais exercem papéis centrais. Sdo liberadas por macréfagos e por
muitas outras células, podendo desencadear uma cascata de citocinas secundarias, como as
quimiocinas. Varios 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 (DINARELLO,
2012; MONTECUCCO; MACH, 2009; RANG et al., 2004; SCHULTZBERG et al., 2007).

As citocinas anti-inflamatorias diminuem as func@es celulares e a sintese de citocinas
pro-inflamatdrias; incluem TGF-B (fator transformante do crescimento ), IL-4, IL-10 e IL-
13. Essas citocinas podem inibir a producdo de quimiocinas, e as trés Ultimas tém a
capacidade de inibir respostas mediadas por células Thil, isto é, as células cuja ativacdo
inapropriada est4 envolvida em diversas doengas (AMANTEA et al., 2009; RANG et al.,
2004; SCHULTZBERG et al., 2007).

Os lipideos é&cidos incluem prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs), leucotrienos
(LTs) e o PAF (fator de ativacdo das plaquetas). As prostaglandinas e os leucotrienos séo
mediadores chave na inflamagéo. Sdo sintetizados pela atividade das enzimas ciclooxigenase
e 5-lipoxigenase, respectivamente, sobre o acido araquidénico liberado das membranas
celulares. Os tromboxanos também derivam da atividade da ciclooxigenase sobre o mesmo
substrato. O PAF atua como um potente vasodilatador, além de causar o aumento da

permeabilidade vascular, da adesdo leucocitaria ao endotélio, quimiotaxia e sintese de outros
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mediadores (BLOEMEN et al., 2007; FREDMAN; SERHAN, 2012; KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005; MISSO; AGGARWAL; THOMPSON, 2012; PEREIRA, 2006; RANG et
al., 2004; SAMUELSSON et al., 1987).

Geralmente a inflamac&o aguda pode ter um destes trés resultados finais: resolugédo
completa — que ocorre normalmente quando a leséo é limitada, de curta duragdo ou quando
houver pouca destruicdo tissular e as celulas parenquimatosas danificadas podem ser
regeneradas, restaurando a normalidade no local da inflamacdo, sendo o resultado ideal;
cicatrizacdo pela substituicao do tecido conjuntivo (fibrose) — ocorre apds uma leséo tecidual
consideravel, quando a lesdo inflamatoria envolve tecidos incapazes de se regenerar, ou
quando existe um abundante exsudato de fibrina; e progressdo da resposta tecidual a
inflamac&o crénica. Neste ultimo caso, a persisténcia da reacdo inflamatdria parece ter se
desligado do agente causador primério e os agentes anti-inflamatdrios apenas promovem
alivio sintomatico e ndo alteram o curso da doenca (KANTERMAN; SADE-FELDMAN;
BANIYASH, 2012; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; SERHAN, 2009; SERHAN et al.,
2007; STEVENS; LOWE, 2002).

3.5.3 Inflamagéo cronica

Em geral, a resposta imune inata é iniciada dentro de minutos, e, se necessério, é
apoiada pela resposta imune adaptativa. Ambas as respostas sdo capazes de resolver a
inflamacéo dentro de alguns dias. Em contraste, o fracasso para limpar os elementos perigosos
ou o término ineficiente da resposta pode resultar em inflamacdo crbnica, possivelmente
levando ao aumento da morbidade devido a inducdo da imunossupressdo (BANIYASH, 2006;
GONDA; TU; WANG, 2009; KANTERMAN; SADE-FELDMAN; BANIYASH, 2012;
LAWRENCE; GILROY, 2007).

Esta progressdo de uma inflamag&o aguda para uma cronica como ocorre em muitas
doengas humanas, tais como artrite, doenca periodontal e doencga cardiovascular, entre outras,
é amplamente considerada como um excesso de mediadores pré-inflamatérios. Porém, a causa
especifica de uma inflamacdo cronica persistente ndo é completamente compreendida.
Embora as células mononucleares por vezes possam contribuir para as respostas pro-
inflamatoérias, elas também sdo criticas na cicatrizagdo de feridas, reparacdo e remodelacéo do
tecido em uma forma ndo-inflamatoria. Por isso, é possivel que os defeitos associados com a

montagem de circuitos pré-resolucéo enddgenos e autacoides locais podem estar relacionados
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a alguns dos mecanismos aberrantes na inflamagdo cronica (KANTERMAN; SADE-
FELDMAN; BANIYASH, 2012; SERHAN; SAVILL, 2005; SERHAN, 2009).

3.5.4 Tratamento da inflamacéo

Os agentes farmacoldgicos que inibem a resposta inflamatdria aguda ou cronica
pertencem a dois grandes grupos: drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais (AINE, ou em
inglés, NSAID - nonsteroidal anti-inflammatory drugs), cujo prototipo é a aspirina,
apresentam estrutura quimica variada e exercem atividade analgésica, antipirética,
antitrombotica, uricosdrica e anti-inflamatoria; e as drogas anti-inflamatérias esteroidais
(SAID - steroidal anti-inflammatory drugs), cujo protdtipo é a hidrocortisona, também
chamados glicocorticoides, os quais sdo mais eficazes que os anteriores (COSSERMELLI;
PASTOR, 1995; HOWLAND; MYCEK, 2006; LEE; KATAYAMA, 1992,
WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

Muitas destas terapias anti-inflamatorias amplamente utilizadas sdo dirigidas a
inibicdo de enzimas e/ou antagonismo de receptores. Uma variedade de agentes anti-
inflamatorios seguros e eficazes estdo disponiveis para o controle a curto prazo da inflamagéo
aguda. Ambos os inibidores seletivos da ciclo-oxigenase e do TNF-a sdo exemplos desta
abordagem que séo utilizados com o objetivo de bloquear a producéo de mediadores quimicos
pré-inflamatérios (DINARELLO, 2012; SERHAN, 2009).

A aspirina, um dos agentes anti-inflamatorios mais conhecidos, inibe as enzimas ciclo-
oxigenases (COX-1 e COX-2), que sintetizam as prostaglandinas e os tromboxanos. Na
maioria das vezes, mesmo glicocorticoides de curto prazo séo seguros e eficazes. Porem, para
atacar as causas da inflamac&o € necessario um tratamento a longo prazo. H4 uma nova era de
agentes anti-inflamatdrios tais como terapias anti-citocina, inibidores da quinase, estatinas,
inibidores de histona desacetilase, e agonistas de PPAR (DINARELLO, 2012; SERHAN,
2009).

Um certo nimero de agentes tem sido desenvolvido para tratar a inflamacéo através da
reducdo da atividade de citocinas especificas ou seus receptores (terapias anti-citocinas),
bloqueio do trafego de linfocitos para os tecidos, impedimento da ligacdo de moléculas co-
estimulatérias de mondcitos-linfécitos ou do esgotamento dos linfocitos B. As terapias anti-
citocinas atuais tém encontrado um espago no tratamento de doengas auto-imunes, tais como
a artrite reumatoide, doenca intestinal inflamatoria, psoriase, e outros. Sem duvida, a

neutralizacdo de citocinas pro-inflamatdrias especificas tém demonstrado seu papel causal na
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inflamacéo e mudou a vida de milhdes de pacientes com estas doengas. Uma desvantagem das
terapias anti-citocina é a diminuicéo da defesa imunoldgica do hospedeiro contra a infecgdo e
possivelmente cancer. No entanto, os beneficios de terapias anti-citocinas superam os riscos e
os riscos podem ser reduzidos (DINARELLO, 2012).

Varias lectinas, de diversas fontes, tém sido identificadas como potentes agentes anti-
inflamatorios. Segundo Assreuy et al. (1997), DvL, CfL e Dguil, lectinas ligadoras de
glicose/manose obtidas de Dioclea violacea, Cratylia floribunda e D. guianensis,
respectivamente, inibiram a migracdo neutrofilica induzida por carragenina. CFAL, uma
lectina obtida de sementes de Clitoria fairchildiana, promoveu reducdo no edema de pata
induzido pelo mesmo agente flogistico (LEITE et al., 2012). Moura et al. (2012) provaram
que a HGA, lectina obtida do equinoderma Holothuria grisea, possui efeito anti-inflamatdrio,
sendo a primeira lectina origindria de um invertebrado marinho a demonstrar esta

propriedade.

3.5.5 Relacéo inflamacéo x cancer

As respostas inflamatdrias desempenham papéis decisivos em diferentes estagios de
desenvolvimento de tumores, incluindo iniciagdo, promocéo, transformagdo maligna, invasao
e metéstase. A inflamagdo também afeta a vigilancia imunitaria e as respostas ao tratamento.
Células do sistema imunoldgico que se infiltram nos tumores se envolvem em um crosstalk
extenso e dindmico com as células cancerosas e alguns dos eventos moleculares que medeiam
este dialogo foram revelados (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

O papel da inflamagdo na promogdo do tumor tem sido extensivamente estudado e
evidéncias recentes sustentam inclusive sua participagdo na metéstase e na recorréncia do
tumor (BALKWILL; CHARLES; MANTOVANI, 2005; BROMBERG; WANG, 2009; TAN
et al., 2011). Tornou-se evidente que os efetores e mediadores celulares da inflamagéo séo
constituintes essenciais do ambiente local de todos os tumores, incluindo alguns em que uma
relacdo causal direta com a inflamagéo ainda ndo esta provada. Em alguns tipos de céncer, as
condicBes inflamatdrias estdo presentes mesmo antes de a transformagdo maligna ocorrer.
Numerosos estudos de laboratdrio e de base populacional sugerem que certas doengas
malignas surgem em tecidos severamente danificados por uma inflamagdo cronica
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; HIRSCH et al., 2010; KUNDUR; SURH, 2012,
MANTOVANI et al., 2008).
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Vérios tipos de inflamacéo, diferindo em mecanismo, causa, resultado, e intensidade
podem promover o desenvolvimento e progressdo do céncer. Estudos epidemioldgicos
confirmam que a inflamac&o cronica associada a infec¢cdes ou doengas auto-imunes precede o
desenvolvimento de tumores e pode contribuir através da indugdo de mutagBes oncogénicas,
instabilidade genbmica, promog&o precoce do tumor, e angiogénese aumentada. Por exemplo,
infeccBes cronicas com os virus das hepatites B e C e com Helicobacter pylori sdo fatores de
risco para carcinomas hepatocelulares. Do mesmo modo, doencas inflamatdrias cronicas
como colite ulcerosa aumentam o risco de céncer colorretal (GRIVENNIKOV; GRETEN;
KARIN, 2010; HOFFMANN; XIA; VERMA, 2007).

A exposicdo prolongada a irritantes ambientais ou a obesidade também podem
resultar em inflamagéo cronica de baixo grau que precede o desenvolvimento do tumor e
contribui para isto através dos mecanismos acima mencionados. Por exemplo, o excesso de
peso pode promover um processo inflamatério no tecido mamario levando ao cancer de mama
(AGGARWAL, 2004; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; TUMA, 2011).

A inflamagéo associada ao tumor anda de mdos dadas com o desenvolvimento do
tumor, podendo ser a consequéncia ou o desencadeador da tumorigénese. Esta resposta
inflamatéria pode aumentar a neoangiogénese, promover progressdo tumoral e metastase,
causar imunossupressdo local, e aumentar ainda mais a instabilidade genémica
(AGGARWAL, 2004; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; LI; GRIVENNIKOV;
KARIN, 2011).

A terapia do cancer também pode desencadear uma resposta inflamatoria, causando
trauma, necrose e lesdo dos tecidos do tumor, que estimulam a re-emergéncia e resisténcia a
terapia. No entanto, em alguns casos, a inflamagéo induzida pela terapia pode melhorar a
apresentacdo de antigeno, conduzindo a erradicagdo do tumor mediada pela imunidade
(Figura 15) (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

3.6 DOR

Uma das caracteristicas do estado inflamatério é que estimulos normalmente indcuos
produzem dor. A dor que se origina de tecidos inflamados ou que sofreram injaria é
caracterizada pela hipersensibilidade no local do dano e no tecido adjacente, promovida pela
liberacdo de mediadores inflamatorios pelo tecido lesado que estimulam os neur6nios
sensoriais periféricos; e pode surgir na auséncia de um gatilho externo. No contexto da

inflamacdo, as respostas a estimulos nocivos podem ser maximizadas (hiperalgesia) ou
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estimulos normalmente indcuos podem produzir dor (alodinia). Um mecanismo que permeia
esse fendmeno é a modulacdo (sensibilizacdo) dos canais i6nicos, como os TRPV1, que
detectam o estimulo nocivo no terminal do nociceptor (ELKARADAWY et al., 2012; KIDD;
URBAN, 2001; WANG et al., 2008).

A Associagdo Internacional do Estudo da Dor (IASP) definiu a dor como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tissular presente ou
potencial”. Contudo, muitas vezes, manifesta-se mesmo na auséncia de agressoes teciduais
vigentes, envolvendo aspectos emocionais, psicolégicos e comportamentais da percepcao da
dor. Logo, sua percep¢do envolve dois componentes: o estimulo doloroso (nocicepcao) e a
reacdo emocional a dor (DAUDT et al., 1998; HANSON, 2004; MIYAKE; REIS; GRISI,
1998; PRADO, 2001; SMITH, 1992; WALL; MELZACK, 1994).

Figura 15 — Tipos de inflamag&o na tumorigénese e cancer. Fatores promotores do tumor séo
apresentados em vermelho e fatores antitumorigénicos em azul.
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Modificado de: GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, (2010).
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A dor ¢, ainda, o sintoma prevalente entre os pacientes com cancer, devido
principalmente as metéstases, e em aqueles com cancer avangado (BENNETT et al., 2012;
BONICA; VENTAFRIDA; TWYCROSS, 1990; FISCH et al., 2012).

3.6.1 Os principais tipos de dor

Essencialmente, devemos reconhecer dois tipos de dor: a aguda (ou fisioldgica) e a
cronica (ou patoldgica) (PRADO, 2001).

A dor aguda é simplesmente um sintoma de uma doenca subjacente ou lesdo. Resulta
da estimulacéo nociva intensa ou potencialmente injuriante, € bem localizada, e que medidas
especiais sejam adotadas. Geralmente é causada por processos identificaveis, sejam
inflamatdrios, espasticos ou isquémicos (HUNG et al., 2012; LAMONT; TRANQUILLI;
GRIMM, 2000; MELZACK, 1992; PRADO, 2001).

A dor cronica é mais que um sintoma. Ocorre em resposta a lesdo tecidual e €
caracterizada pela sensacdo de dor em resposta a estimulos normalmente indGcuos ou mesmo
pela ocorréncia de dor espontanea, manifestando-se de modo continuo ou recorrente 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. Sua presenga constante e duracdo prolongada, em
geral, sdo muito perturbadoras. Acarretam alterac6es nas atividades fisicas, no sono, na vida
sexual, modificacdo do humor, baixa auto-estima, pensamentos negativos, apreciacdo
desesperancada da vida, altera relacGes familiares, de trabalho e de lazer. Na fase cronica, a
dor estd geralmente associada a alteragdes 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 (DJOUHRI et al., 2012;
FERREIRA; TORRES, 2004; HUNG et al., 2012; MCQUAY, 2002; MERSKEY; BOGDUK,
1994; PERISSINOTTI, 2001; PIMENTA, 1999; PRADO, 2001; TURK; OKIFUJI, 2001).

3.6.2 Nocicepcao e a conducéo do estimulo doloroso

A nocicepgdo refere-se & percepgao e a resposta do corpo a dor, ou seja, é atividade do
sistema nervoso aferente, induzida por estimulos nocivos, tanto exdgenos (mecanicos,
quimicos, fisicos e bioldgicos) quanto enddgenos (inflamacéo, aumento de peristaltismo,

isquemia tecidual). Sua recepcdo em nivel periférico se d& em estruturas especificas
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denominadas nociceptores, 0s quais sdo terminagdes nervosas das fibras nociceptivas Ad e C
e que estdo localizados na pele e visceras. Estes podem ser ativados por estimulos mecénicos,
térmicos e quimicos, cuja responsividade pode ser modulada por meio da agdo de
prostaglandinas, cininas, catecolaminas, fons H*, K* e substancia P (um neurotransmissor
especifico das fibras condutoras do estimulo doloroso). Tais estimulos séo traduzidos em
estimulos elétricos que serdo transmitidos até o sistema nervoso central e interpretados no
cortex cerebral como dor (MIYAKE; REIS; GRISI, 1998; PRADO, 2001; ROCHA et al.,
2007).

Em condi¢Bes normais, a informacdo sensorial é captada pelas estruturas do sistema
nervoso periférico (SNP) e transmitida para unidades do SNC, onde é decodificada e
interpretada (TEIXEIRA, 2001). Estes sinais elétricos sdo conduzidos através dos dois tipos
de fibras nervosas (Ad e C) até o corno dorsal da coluna espinhal, onde realizam sinapses com
interneurdnios medulares, podendo ser modulados por peptideos opioides. Da medula
espinhal, os estimulos dolorosos percorrem os tratos espinotalamicos e espinorreticulares,
alcancando estruturas nervosas centrais (formacdo reticular, talamo, sistema limbico, cortex
cerebral), onde sdo modulados novamente via receptores opioides. A interpretacdo do
estimulo doloroso ¢ individual e sofre influéncia dos padrfes culturais, do grau de medo e
ansiedade e das experiéncias dolorosas prévias. A partir dessa percepcdo da dor pelo SNC,
sdo obtidas as respostas motoras, autondémicas e comportamentais diante do estimulo
doloroso. A dor desencadeia, entdo, uma série de respostas neuroenddcrinas e
cardiovasculares com o objetivo de preparar o organismo contra a agressdo, em um tipo de
resposta de “luta ou fuga” (KIDD; URBAN, 2001; MIYAKE; REIS; GRISI, 1998; PRADO,
2001).

3.6.3 Tratamento da dor

O tratamento das dores aguda e cronica € multimodal e envolve o uso de intervencbes
farmacoldgicas, psiquicas, fisicas, a utilizagdo de bloqueios anestésicos regionais e métodos
neurocirurgicos (KRAYCHETE, 2002).

Vérias classes de farmacos sdo utilizadas na prevencdo e no tratamento da dor,
dependendo da intensidade, duracdo e da natureza do estimulo doloroso. Dentre estes
podemos citar: 0s AINEs (aspirina, acetaminofeno, ibuprofeno, AAS, etc.), os opioides e um

grupo de medicamentos adjuvantes, tais como antidepressivos, anticonvulsivos e analgésicos
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locais (CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTOS, 2004; GIUBLIN, 2002; MIYAKE;
REIS; GRISI, 1998; SAWYNOK, 2003; TEIXEIRA; VALLE, 2001).

Os AINEs produzem analgesia por meio do bloqueio periférico da producdo de
prostaglandinas. S&o as drogas mais comumente utilizadas no controle da dor devido a baixa
toxicidade, efeitos cardiovasculares e respiratérios raros, exceto em situagbes de
envenenamento. Porém, seu efeito analgésico é limitado, sendo ineficazes em algumas
situa¢fes, como no caso das dores neuropaticas, nas quais analgésicos mais potentes devem
ser utilizados. Os AINEs apresentam, também, acdo antipirética e sdo desprovidos de efeitos
sedativos (CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTOS, 2004; LAMONT; TRANQUILLI;
GRIMM, 2000; MIYAKE; REIS; GRISI, 1998; RIBEIRO; SCHMIDT; SCHMIDT, 2002).

Os analgésicos opioides (codeina, morfina, meperidina, etc), derivados do 6pio, sdo
usados em analgesia ha séculos. Seus efeitos neuroldgicos incluem sedacdo e sonoléncia,
porém podem causar, também, euforia, agitacdo, tremores e até convulsdes. A acdo nos
receptores opioides determina 0 mecanismo de acdo, as propriedades clinicas e os efeitos
adversos. S&o conhecidos diversos tipos de receptores opiaceos: p (mu 1 e 2), k (kappa), &
(delta) e o (sigma), sendo os receptores p e k responsdveis pela analgesia supra-espinhal e
espinhal. A ocupacdo destes receptores por este tipo de analgesico reforca a acéo fisiologica
das endorfinas e a das vias inibitorias noradrenérgicas e serotoninérgicas. Inibem, ainda, a
liberacdo de neuromediadores da dor, como a substancia P, e hiperpolarizam os neurdnios
aferentes do corno posterior da medula. Contudo, apresentam vérios efeitos colaterais, entre
eles, sedacdo, ndusea, vOmitos, prurido, retencdo urindria e constipacdo intestinal numa
relacdo dose-dependente, além da dependéncia quimica (BASSANEZI; OLIVEIRA-FILHO,
2006; LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM, 2000; MIYAKE; REIS; GRISI, 1998).

Os anestésicos locais atuam tanto pelo bloqueio dos canais de sddio, o que impede a
transmissdo de impulsos nervosos e excitagdo nociceptora, como pela inibicdo do
processamento nociceptivo modulatério quando administrado centralmente. J& os anestésicos
gerais ndo sdo, exatamente, analgésicos. Estes, no entanto, inibem a percepcédo da dor,
tornando o cortex incapaz de perceber a entrada da informacéo nociceptiva, pois leva a
inconsciéncia (BASSANEZI; OLIVEIRA-FILHO, 2006; LAMONT; TRANQUILLI;
GRIMM, 2000).

Lectinas também tém sido amplamente investigadas quanto & sua atividade
antinociceptiva. A lectina CcL, isolada da alga marinha Caulerpa cupressoides, foi
investigada através de modelos cléssicos de nocicepcdo e demonstrou ser um composto

antinociceptivo, agindo predominantemente em mecanismos periféricos da dor
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(VANDERLEI et al., 2010). Pires et al. (2011), investigando as propriedades nociceptivas da
lectina ConBr, descobriram que quando administrada por via oral a camundongos Swiss, a
mesma exibiu atividade antinociceptiva periférica e central, mediada pelo sistema opioide e
envolvendo os receptores 6 e k ¢ os dominios de lectina. CrataBL, uma lectina obtida da
entrecasca de Crataeva tapia, também apresentou acdo antinociceptiva em camundongos

albinos Swiss no modelo de nocicepgéo induzida por acido acético (ARAUJO et al., 2011).

3.7 Libidibia (Caesalpinia) ferrea var. parvifolia (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz

3.7.1 Descricdo boténica e importancia econdmica da espécie

Libidibia (Caesalpinia) ferrea var. parvifolia (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz, cuja
sinonimia boténica é Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var. ferrea, € 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 jucé; além
dos nomes indigenas ibira-obi, imira-ita, muira-obi e muiré-ita (DI STASI; HIRUMA-LIMA,
2002; LORENZI, 2002).

Possui flores amarelas pequenas e em cachos; frutos de cor marrom escura, lisos,
duros e arométicos do tipo legume (vagem), com sementes também escuras; folhas
compostas, com foliolos pequenos; altura de 10-15 m, com tronco curto de 40-60 cm de
didmetro apresentando manchas claras, caracteristicas que permitem seu facil reconhecimento
(Figura 16) (RIZZINI, 1995). Floresce a partir de novembro, prolongando-se até janeiro. Os
frutos amadurecem em julho-agosto (LORENZI, 2002).

E uma espécie economicamente importante, devido a uma multiplicidade de usos:
possui grande potencial medicinal; é bastante ornamental, podendo ser empregada na
arborizacéo de ruas e avenidas e aproveitada para plantios em areas degradadas; além de sua
madeira de cerne muito duro, de fibras reversas, caracteristica que d& origem ao nome popular
da espécie, ser utilizada na construgéo civil (como vigas, esteios, estacas), como lenha e na
carpintaria (LORENZI, 2002; PENNA, 1946; PIO CORREA, 1984). Além disso, o pau-ferro
é considerado uma forrageira importante no Nordeste, tanto pela sua adaptacdo natural a

regido, como também por fornecer forragem durante a seca (NASCIMENTO et al., 2002).
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3.7.2 Propriedades terapéuticas

A espécie L. ferrea é bastante conhecida na medicina popular, sendo suas diferentes
partes utilizadas no tratamento de varias doencas e sintomas. Em face de sua importancia
etnomédica, o Ministério da Salde brasileiro incluiu esta espécie na Lista Nacional de Plantas
Medicinais importantes para o Sistema de Saude (VASCONCELOS et al., 2011).

Figura 16 — Aspectos gerais da arvore, folhas, flores, frutos, sementes e madeira de Libidibia
(Caesalpinia) ferrea var. parvifolia (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz.

Fonte: LORENZI (2002).

Muitas de suas propriedades terapéuticas tém sido descritas, e incluem tratamento de
ferimentos e contusoes, alivio de tosse cronica e asma (BRAGA, 1976; HASHIMOTO, 1996).
Além disso, algumas pesquisas mostram que 0 juca possui a¢do antifungica e antibacteriana
(LIMA et al., 1994; SAMPAIO et al., 2009; XIMENES, 2004), antiulcerogénica (BACCHI et
al., 1995; BACCHI; SERTIE, 1994) e anti-inflamatéria; bem como propriedades analgésicas
(CARVALHO et al., 1996; FREITAS et al., 2012; THOMAS; ARAUJO; SOUZA, 1988) e
anti-hipertensivas (MENEZES et al., 2007).

Na medicina popular, o cha da entrecasca de L. ferrea tem sido usado no tratamento de
diabetes (ARAUJO; ALENCAR; AMORIM, 2008). A casca também é usada como
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descongestionante, no tratamento da enterocolite, diarreia (BALBACH, 1972), e contra
reumatismo (BRAGANGCA, 1996; GOMES, 2003), mostrando ainda possiveis beneficios no
sistema cardiovascular dos usuérios (MENEZES et al., 2007). A decoc¢do da madeira é
anticatarral e cicatrizante e suas raizes sdo utilizadas como antipiréticas e antidiarreicas
(LEWIS, 1987; PENNA, 1964; PIO CORREA, 1984).

O preparado da casca com um litro de agua e um quilo de aclcar, aquecido até formar
um xarope, é utilizado contra asma e bronquite. A infusdo conjunta da raspa da casca com
folhas de manga é atil como antigripal e antitussigeno, ao passo que o preparado de casca de
jucd, casca de jatoba, folhas de manga, aclcar e agua, apos aquecimento, é utilizado como
anticatarral (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Na regido da Mata Atlantica, a infusdo das folhas é usada contra problemas
respiratorios, especialmente bronquites, além do uso comum contra gripes, resfriados e tosses.
Na regido amazonica, suas folhas, na forma de decocto, séo utilizadas externamente e no local
contra hemorroidas, enquanto o uso interno dessa decoccdo é indicado contra amebiase e
problemas hepaticos, além de ser empregado como fortificante para criangas. O sumo das
folhas é usado internamente para problemas cardiacos. A infusdo conjunta das folhas e frutos
é atil para tratar inflamagdes do figado e tuberculose, enquanto a decoccdo da casca é usada
internamente como antidisentérico (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Os frutos tém sido usados também no tratamento de diabetes (BALBACH, 1972) -
inclusive um composto isolado do fruto foi o &cido elagico, inibidor da aldose redutase, a qual
é uma enzima envolvida nas complicagdes do diabetes sugerindo o efeito antidiabético
(UEDA et al., 2001) - e na prevencdo do cancer (NAKAMURA et al., 2002a; NOZAKI et
al., 2007). Os constituintes extraidos dos extratos alcoolicos ja foram avaliados in vitro e in
vivo quanto ao seu efeito antitumoral e quimiopreventivo, utilizando o ensaio de ativagdo do
antigeno do virus Epstein-Barr e processos carcinogénicos de pele, no segundo estagio,
respectivamente (NAKAMURA et al., 2002a; NAKAMURA et al., 2002b).

Habitantes da floresta amazdnica usam esta planta também como enxaguatdrio bucal,
macerando os frutos em alcool por dias (BORRAS, 2003; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002;
VIEIRA, 1992). A tintura alcodlica pode ser preparada colocando o p6 dos frutos secos (100-
300 g) em &lcool (70%) por 8 dias (LORENZI; MATOS, 2002). Um medicamento de cura
também pode ser preparado com os frutos frescos (500 g) e 100 mL de alcool puro. A infusdo
dos frutos é recomendada para o tratamento de feridas orais e controle de problemas gastricos

(CAVALCANTE, 2008). A vagem crua é Util contra tosse, inflamacdes do figado e bago, bem
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como contra desarranjo menstrual e problemas renais e pulmonares (DI STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002).

No Piaui, a espécie também € utilizada contra feridas e contusdes (EMPERAIRE,
1982), e em Alagoas, contra tosse cronica, asma e como cicatrizante (CAMPELO, 1982).

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). Taninos foram os principais
compostos encontrados (SOUZA et al., 2006).

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

Outras plantas do género Caesalpinia L. que séo usadas para inflamagdes na garganta
e infeccOes orais possuem propriedades antibacterianas contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (SAEED; SABIR, 2001; SUDHAKAR et al.,, 2006), inclusive a acédo
antibacteriana sobre Streptococcus mutans pode ser devida aos polifendis presentes, ja que 0s
mesmos S&o mediadores na membrana celular e fosforilagdo oxidativa em baixas
concentragdes (KAKIUCHI et al., 1986; SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH, 2005).
Contudo, apenas recentemente, os polifendis presentes nos frutos e folhas tém sido
pesquisados com relagéo aos seus efeitos sobre microorganismos em biofilmes (DUARTE et
al., 2006; HUBER et al., 2003; PERCIVAL et al., 2006).

A utilizacdo e a comercializacdo de extratos aquosos e alcodlicos, farinha de diversos
tecidos e da vagem de C. ferrea para aplicagfes na medicina popular desperta o interesse
desta planta para estudos biotecnolégicos (XIMENES, 2004). Lectinas com atividades
antimicrobianas dos diferentes tecidos (vagem, folha e entrecasca) de L. ferrea ja foram
purificadas no Laboratério de Glicoproteinas — CCB/UFPE. As amostras lectinicas mostraram

sua pureza, ndo sendo observados contaminantes do metabolismo secundério.
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Abstract: Caesalpinia ferrea Mart. belongs to the family Fabaceae. Known as
pau-ferro and juca, 1t 15 used in folk medicine to treat diabetes, as antipyretic
and antirheumatic. This study aimed to evaluate the anti-inflammatory and
antinociceptive activities of the ethanol extract of the fruits of O jferrea
(EECf). In the evaluation of anti-inflammatory activity, EECE (50 mg/kg)
produced significantly inhibition of ear edema by 66.6% compared to control
Indomethacin (10 mg/kg) showed inhibition of 83.9% compared to control
EECf (50 mg/kg) inhibited of vascular permeability induced by acetic acid and
was also able to reduce of cell migration to the peritoneal cavity induced by
thioglycolate. In the writhing test induced by acid acetic, EECf (12.5, 25 and
50 mglkg) significantly reduced the number of contortions by 24.0, 46.9 and
74 2%, respectively. In the formalin test, EECS presented effects only in the
second phase. The results provided experimental evidence for the effectiveness
of the traditional use of " ferrea in treating various diseases associated with
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Introduction

Caesalpinia ferrea Mart. 15 a tree that belongs
to the family Fabaceae Itis commonly known as “pau-
ferro” or “juca”, which grows throughout Brazil and 1s
widely distributed in the North and Northeast, especially
in Pernambuco and Ceara (Pio Correra, 1984).

Some therapeutic properties of C. ferrea were
described and include antiulcerogenic (Bacchie et al.,
1995), anti-inflammatory and analgesic properties
(Thomas et al., 1998). In addition, it has been shown
to have cellulase, amylase and anticoagulant activities
and to kill Aedes aegypti larvae (Cavalheiro et al.,
2009). The fruits have also been used to treat diabetes
{(Balbach, 1972) and to prevent cancer. Treatment with
the fruits significantly decreased the average number of
papillomas per mouse in experiments of the promoting
effects of  12-O-tetra-decanoylphorbol-13-acetate
(TPA) on skin tumor formation in mice initiated with
7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) (Nakamura
et al., 2002). C. ferrea roots are used as antipyretics
and antidiarrheals, and the decoction of the wood 15
healing and antisecretory (Lewis, 1987). The stem
bark i1s used as a decongestant, for treatment of
enterocolitis, an antidiartheal (Balbach, 1972), and for
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the treatment of rheumatism and may be beneficial to
the cardiovascular system (Menezes et al.,, 2007). A
preliminary phytochemical study of the hydroalcoholic
extracts of stem, bark and leaves showed the presence
of flavonoids, saponins, tannins, coumarnns, sterols and
phenolic compounds (Gonzalez et al , 2004). However,
despite indications of the popular use of this plant
for inflammatory processes, the literature reports few
studies with the ethanol extract of the fruits, andthere are
ne comprehensive studies on its possible mechanisms
of action. Therefore, this study aimed to evaluate the
anti-inflammatory and antinociceptive activities of
the ethanol extract of the fruits of Caesalpinia ferrea
Mart.

Material and Methods
Flant material

The pods (peels and seeds) of Caesalpinia
ferrea Mart., Fabaceae, were collected at Barbalha-CE,
Brazil (latitude 7° 18" 407, longitude 7° 18" 407), in
June 2007 They were dried at 40 °C in an incubator
with circulating air for 48 h and ground in a grinder
The botanical material was 1dentified by researchers at
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tial of Caesalpinia ferrea

the Instituto Agrondmico de Pernambuce. A voucher
specimen was prepared and stored at the Herbarium
IPA - Dardano de Andrade Lima, under the number
83.566.

Reagents

Carrageenan and Evans blue were purchased
from Sigma (5t. Lows, MO), sodium thioglycolate,
xylene and formalin were obtained from Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil). Indomethacin was purchased from
Merk Sharp & Dome and Fentanyl was obtained from
Janssen Cilag Farmaceutica.

FPreparation af extract

The ethanol extract of C. ferrea (EECE) was
obtained by repeated soaking under agitation in 95%
ethanol P.A at a ratio of 1:5, until the depletion of
substances extractable by ethyl alcohel To concentrate
the extract, ethanol was removed from the filtrate using
a rotary evaporator at 40 °C under reduced pressure.

Animals

Females Swiss albino mice (Mus musculus)
(n=3) were used for acute toxicity evaluation and males
(n=7) for evaluation of anti-inflammatory and anti-
nociceptive activities. The animals were approzimately
50 days old and weighed 2545 g. Mice were obtained
from the animal house of the Antibiotics Department of
the Federal University of Pernambuco (UFPE), which
15 registered with the Brazilian College of Animal
Exzperimentation (COBEA) under n® 18. The animals
were divided into groups and kept in plastic boxes at
room temperature (2243 °C) with a light-dark cycle
of 12:12 h. They received standard chow (Purina) and
water ad libitum. All animals used for determination of
anti-inflammatory and antinociceptive activities were
fasted for 4 h before the experiment.

The protocol was approved by the Animal
Ethics (CEEA) of UFPE (number 40/06) and is in
accordance with the Brazilian legislation dealing with
the use of animals for scientific purposes.

Acute toxicity single dose

The acute toxicity study of C. ferrea followed
the guidelines of the Orgamization for Economic
Cooperation and Development, which authorizes the
use of three animals per dose according to Guideline
423 and the guidelines of the Ordinance of the Ministry
of Health 116/96 for evaluation of chemical substances
andtoxicity studies of single doses of new drugs (OECD,
2001). The study also followed the requirements of the
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EDC 17 (24/02/2000) from Anvisa/DS. The technique
involved administration of sequentially lower doses
from the maximum of 2000 mglkg to groups of three
animals sequentially lower doses from the maximum
of 2000 mgfkg if they note the deaths of more than one
animal. This yielded an estimate of the LD 50 according
to the standards of the GHS (Globally Harmonized
System of Classification). The treated animals received
the EECf (2000 mg/kg) orally, while the negative
control ammals received salinepropylene glycol
(1:1). After the admimistration of EECE, the mice were
observed for 24 h, and mortality was noted. The test
was repeated once.

Evaluation of anti-inflammatory activity
Thioglycolate induced peritonitis

The mice were treated orally with the vehicle,
EECf (12.5, 25 and 50 mg/lkg) or indomethacin (10 mg/
kg). The doses were chosen according to the results of a
pilot study conductedin curlaboratory and also based on
studies of the literature (Carvalho etal., 1996). One hour
after treatment, the animals received an intraperitoneal
injection of 0.5 mL of sodium thioglycolate (3%). After
4h, the animals were euthanizedin a CO, chamber, and
2 mL of saline containing EDTA was injected into the
peritoneal cavity. The total leukocytes that migrated
into the peritoneal cavity in the recovered samples were
counted in a Neubauer chamber (Bonhomme-Faivre et
al., 2000). This test was used for initial screening to
select the best dose (50 mg/kg) for the other tests of
anti-inflammatory activity. Indomethacin was chosen
as a positive control because 1t 15 a very effective ant1-
inflammatory nonsteroidal drug that is widely used
in the literature (Gupta et al., 2003; Tunalier et al.,
2007).

Hylene-induced ear edema

Sixty minutes after oral administration of
the EECE (50 mg/kg), 20 ul of xylene was applied
to the anterior and posterior surfaces of the right ear.
The left ear was utilized as a control. Two hours after
xzylene application, the mice were killed and both ears
were removed. Circular sections were taken using a
cork borer with a diameter of 7 mm, and the sections
were weighed The increase in weight caused by the
irnitant was measured by subtracting the weight of the
untreated left ear section from that of the treated right
ear section. The formula to calculate the percentage of
inhibition was the average of the edema 1n the control
group (normal saline) minus the average of the edema
in the drug group divided by the average of the edema
in the control group = 100%. Individuals in the control
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groups received vehicle, and indomethacin (10 mg/
kg) was used as a reference; both were given orally
(Akindele & Adeyemi, 2006)

Vascular permeability induced by acetic acid
in mice

The test was performed using the technique
described by Whittle (1564). The mice were treated
orally with vehicle, EECE (50 mg/kg) or indomethacin
(10 mg/kg). One hour after treatment, Evans blue dye
(1%) was injected into the retro-orbital plexus (0.2 mL/
animal) under associative anesthesia with ketamine/
zylazine. Mext, 0.5 mL of acetic acid (1%) was
administered intraperitoneally. After 30 min, the mice
were euthanizedin a CO, chamber and intraperitoneally
injected with 2 mL of saline. The exudate was collected
and centrifuged at 200 = g for 10 min. The absorbance
of the supernatant was read at 610 nm with ELISA
(thermo plate).

Evaluation of anti-nociceptive activity
Writhing test

One hour after the oral administration of the
EECE (12.5, 25 and 50 mg/kg), the mice were injected
intrapentoneally with 1% w/v acetic acid solution
(volume of injection 0.1 mL/10 g). The mice were
placed individually into glass beakers for an initial
ten-minute period. The number of writhes produced
in these animals was counted for the next 20 min,
according to the methodology described with minor
modifications (Koster et al., 1959). The control group
received vehicle, and ibuprofen (300 mg/kg) was used
as areference drug (Sun et al , 2008; Jones etal., 2007).
This test was used as an initial screening to select the
best dose (50 mglkg) for the remaining tests of the
antinociceptive activity

Formalin test

The formalin test was performed according to
the methodology described by Hunskaar & Hole (1987).
The animals were injected with 20 pL of formalin 2. 5%
(0.92% formaldehyde diluted 1in saline) in the sub-
plantar area of the right hind paw. The duration of paw
licking was measured for 1-5 min (first phase) and
15-30 min (second phase) after the formalin injection.
The amount of time spent licking the injected paw was
considered to be the nociceptive response. Animals
received vehicle and EECE (50 mg/kg) orally 30 min
prior to the injection of formalin. Fentanyl (200 ug/kg,
s.c.) was administered 15 min prior to the injection of
formalin. Fentanyl was used as a standard drug based
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on literature (Rocha et al , 2008; Romero et al., 2010).
Statistical analysis

The results were expressed as mean+SD for
each experimental group. Statistical comparison of
groups was performed using one-way analysis of
vartance (ANOVA), followed by a Bonferroni’s test.
Statistical significance was considered to be indicated
by ap value <0.051n all cases, using the software Graph
Pad prism. 5.0.

Results
Acute toxicity

The method proposed by Litchfield & Wilcoxon
(194%) recommended determining the LD50 when the
approximate lethal dose 15 less than 2 g/kg. In this study,
we showed that a dose of 2 gfkg did not cause death in
animals, so we discarded the determination of an LD50.
and drowsiness

The treated group exhibited ptosis

immediately following gavage; however, no animals died.
Evaluation of anti-inflammatory activity
Thioglycolate-induced peritenitis

According to statistical analysis, the EECE
was effective in inhibiting the inflammatory response
(Figure 1). The effect was most pronounced at the doses
of 25 and 50 mg/kg, which inhibited cell migration of
68.4% (4.14+£0.5 = 10% and 71.8% (3.69+£0.5 x 109),
respectively, compared to control.

-
en

Bl Covtrol

[ EECE 12 Smele
EECE 25 mghg

B EECE S0 mghke

] hdomethacin 10 mgkg

W o@m w P

Enkikitian of EMNL x 10°
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Figure 1. Inhibition of cell migration by EEC£(12.5, 25 and
50 mg/kg, p.o.) in thioglycollate-induced peritonitis. Results
are expressed as mean+3D for each experimental group (n=7).
Signmficant after analysis of vaniance (ANOVA) followed by
Bonferroni’' s test with confidence interval of 95% compared
to the control group. *p<0.05 compared to control.

Kylene-induced ear edema
The effect of the extract on the zxylene-

induced ear edema in mice 15 shown 1n Figure 2. The
administration of EECE (50 mgfkg) reduced the ear
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edema by 66.6% (5.5£1.2) compared to the control
group (16.4%1.7). Indomethacin (10 mg/kg) produced
an inhibition of 83.9% compared to control.

21
B Control
" B EECE 50 meke
315 ] domethacin 10 mgkg
512
5 *
Mg *

Groups

Figure 2. Effect of EEC{ in the ear edema induced by xylene.
Fesults are expressed as mean+5SD for each experimental group
(n=T). Significant after analysis of variance (ANOVA) followed
by Bonferroni’s test with confidence interval of 95% compared
to the control group, *p<0.05 compared to control group

Vascular permeability induced by acetic acid

In order to evaluate the action of EECE in the
release of vasoactive amines (histamine, bradykinin
and serotonin) and edema formation, we evaluated its
effect on vascular permeability induced by acetic acid
(Figure 3). EECE (50 mglkg) significantly inhibited
vascular permeability 1n 66.1% compared to control.

1000

Il Control
= 800 = EECE 50 mghkg
é 1 Edomethacin 10 mghkg
» 600
2
£ 400
2

g

Greups

Figure 3. Effect of EECT in the vascular permeability induced
by acetic acid measured as Evans blue dye extravasation in swiss
albino mice males (n=7). Significant after analysis of variance
(ANOVA) followed by B onferroni’s test with confidence interval
of 95% compared to the control group. *p<0.05 compared to
control.

Evaluation of anti-nociceptive activity
Writhing test

Figure 4 shows that EECE (12.5, 25 and 50 mg/
kg) significantly inhibited writhing induced by acetic acid
in 24.9 469 and 74.2%, respectively, when compared to
countrol. This response was dose-dependent. Ibuprofen (300
mg/lkg) inhibited the writhing response by 78%. Ibuprofen
was used as positive control for its potent analgesic
properties, as described in the literature (Sun et al., 2008,

Jones et al , 2007)
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Figure 4. Response observed in the writhing test induced by
acetic acid with EECfin the doses of 12.5, 25 and 50 mg/kg
in swiss albino mice (Mus muscuius) males (n=7). Results
are expressed as mean+SD for each experimental group.
Significant after analysis of variance (ANOVA) followed by
Bonferroni’'s test with confidence interval of 95% compared
to the control group. *p<0.05 compared to control group.

Formalin test

Table 1 shows that in the first phase of
formalin-induced nociception, the oral pre-treatment
with EECf (50 mgfkg) significantly modified the
licking time of the animals when compared to control
group. The second phase of the test extract showed
34.0% inhibition of nociception compared to control.
The fentanyl inhibited the licking time i1n 92.9 and
96.7% 1n the first and second phases, respectively. The
fentanyl was used as reference drug in accordance with
the studies of Rocha et al. (2008).

Table 1. Effect of EECf in the nociception induced by
formalin.

Paw licking (8)

o ( n];) ;;eg) (meantSEM) Inhibition (%)
0-3 min 20-30 min  0-3min  20-30 min

Control 57841 177.9+139 . .

EECf 50 47.6£3.5* 11677 9* 176 743

Fentanyl 200 4140 4% 580.5% 930 96.7

*p<0.05 compared to the control. 31gmficant after analysis of vaniance
(ANQOVA) followed by Bonferroni’s test with confidence interval of
95% compared fo the control group; n=7 animals for group

Discussion

Our results indicated that the ethanol extract
of C. ferrea has low oral acute toxicity. The 2 glkg
dose did not cause death in animals, so we discarded
the determination of an LD50 (Litchfield & Wilcoxon,
1949)

In order to evaluate the effect of EECSE on cell
migration to the peritoneal cavity, we tested its effect
on the induction of peritonitis by thioglycolate. The
levels of inhibition of cellular migration by 25 and
50 mglkg of EECI were not statistically different and



were comparable to the effects produced by 10 mg/
kg indomethacin. In the model of peritonitis induced
by thioglycolate, both mast cells and macrophages act
to increase vascular permeability (Kolaczkowska et
al, 2002). Based on the response to EECE treatment,

we hypothesize that substances present in the
extracts are inhibiting the activation of mast cells and
macrophages.

Xylene 1s an irritant that causes increased
vascular permeability and edema due to the release of
mediaters and cellular migration (Hosseinzadeh et al |
2003). EECE significantly inhibited the production of
edema compared to the vehicle treatment, probably due
to a reduction 1n vascular permeability. The technique
developed by Henriques et al, (1987) 15 a classic
model to evaluate specific acute inflammation 1n mice
that involves various types of chemical mediators of
inflammation, such as histamine, serotonin, bradykinin
and prostaglandins

To confirm the reduction of edema mediated
by EECE in the zylene-induced ear edema assay, we
tested the extract in the model of vascular permeability
induced by acetic acid. The results showed that EECE
reduced permeability and was effective in the first phase
of the inflammatory response, which 1s characterized
by the action of vasoactive amines. The effect of
treatment with 50 mg/kg EECf was comparable to that
of treatment with 10 mg/kg indomethacin, which 15 a
promising level of activity. Acetic acid can cause an
increase of chemical mediators such as prostaglandin
EZ (PGEZ), histamine and serotonin in peritoneal
fluids, leading to an increase in vascular permeability
(Choi et al , 2006). The ethanol extract of the C. ferrea
significantly inhibited the acetic-acid-induced vascular
permeability 1n mice. These results suggested that C.
ferrea exerted an anti-inflammatory action similar to
that of indomethacin (a nonselective COX inhibitor)
and inhibited the mediators of the acute phase of
inflammation.

The analgesic of EECf were
evaluated using two animal models. EECE was effective
in the writhing test (Figure 4), which is used to screen
for both peripherally and centrally acting agents (Le

activities

Bars et al., 2001). Induction of writhing by acetic acid
allows the evaluation of antinociceptive responses
to different types of drugs (i.e., anticholinergics and
antihistamines). It triggers the activation of various
events that determine the nociception, such as the
release of mediators such as histamine, bradykinin and
PGEZ. This model 15 sensitive to analgesic substances
that have either central or peripheral mechanisms of
actton (Koster et al., 1959). EECf exhibited a dose-
dependent effect in the writhing test, and a dose of 50
mglkg had antinociceptive effects comparable to those
of ibuprofen.

tialof Ct T,
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result from

These indicated,
antinociceptive activity of EECE may

findings therefore,
direct or indirect inhibition of the release of pro-
inflammatory mediators induced by acetic acid, such as
prostaglandins and cytokines Acetic acidacts indirectly
to cause the release of endogenous substances involved
in the modulation of nociception, including bradykinin,
serotonin, histamine and prostaglandins (Witkin et al |
1961). Recently, Ribeiro et al. (2000) showed that the
nociception induced by this stimulus also depends on
the release of cytokines such as IL-1p, TNF, IL-8 from
macrophages and basophils residents in the abdominal
cavity. Together with the other mediators mentioned
previously, these factors could induce the nociception
observed in this study. These data, together with
the data obtained on the effect of EECE on vascular
permeability, lead us to hypothesize that that the
activity of the extract may involve the participation of
resident macrophages.

The formalin test has an advantage over other
frequently used tests as it involves a biphasic response
with an early and a late phase representing, respectively,
neurogenic and inflammatory pain (Hunskaar & Hole,
1987). This 1s of interest considering that both phases
are sensitive to centrally acting drugs, such as opioids
(Shibataetal., 1989) However, the second phase is also
sensitive to NSAID (non-steroidal anti-inflammatory
drugs) and corticosteroids (Hunskaar & Hole, 1987).
In this study, EECE (50 mg/kg) significantly inhibited
(p<0.05) the second phase and weakly affected the first
phase, suggesting that the main mechanism of action
occurs at the peripheral level.

In our study, the ethanol extract of C. ferrea
was capable of inhibiting inflammatory reactions and
pain. The results provided experimental evidence for
its traditional use in treating various diseases associated
with inflammation and pain. The mechanism invelved
was not elucidated in the present study. Further studies
currently in progress will enable us to understand the
precise mechanisms involved.
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Libidibia ferrea has been used in folk medicine throughout Brazil, and this study evaluated the biological activities of crude extract
[CE) as well as a partially purified fraction (F80) obtained from its pods. Results from the MTT assay revealed that only F&0
inhibited NCI-H292 cell growth; however, neither CE nor F80 reduced HEp-2 cell growth or sarcoma 180 tumor weight with the in
vivo assay. Acute oral toxicity of the extract and fraction was evaluated following the steps of Guideline 423, using female mice; LD
for both preparations was determined as 2,500 mg/kg body weight. CE and F80 promoted a reduction of the leukocyte number
and nitrite level in inflammatory exudates when the anti-inflammatory assay (carrageenan-induced peritonitis) was performed.
CE and F80 inhibited writhing regarding antinociceptive activity {acetic acid-induced writhing response in mice). In conclusion,
CE and F80 have no significant cytotoxic or antitumor activities in cell lines showing low texicity and no action against tumors in
vivo. Both preparations revealed anti-inflammatory and antinociceptive activities, corroborating the pharmacalogical basis of L.
ferrea for ethnomedical use.

1. Introduction Some L. ferrea therapeutic properties have been studied
including its antitumor effects [6, 8].
Anticancer, pain relief, and anti-inflammatory drugs with
weak adverse effects are some of the most important goals
in modern research; natural products, especially plant-
derivative substances, play a role in this search for an ideal
treatment.

Libidibia ferrea wvar. parvifolia (Mart. ex Tul.) L. P.

(lueiroz (Leguminosae), whose basionym is Caesalpinia

The cytotoxic and antitumor activities of an aqueous
extract and a fraction obtained from the L. ferrea pods as well
as preparation effects on the first moments of inflammation
and nociception, using in vitro and in vive assays, were
investigated in light of its ethnomedical applications.

ferrea Mart. ex Tul. (Caesalpiniaceae) [1], is a tree that grows
throughout Brazil, especially in the north and northeast
regions [2, 3]

L. ferrea aqueous and alcoholic preparations are used
popularly to treat a number of diseases such as diabetes,
rheumatism, and cancer and also are said to litigate diarrhea,
inflaimmation, and pain, among other symptoms [2, 4-7].

2. Materials and Methods

2.1, Plant Material. L. ferrea pods were collected from
Ibimirim City, State of Pernambuco, Northeastern Brazil, in
August (period of fruit abundance), 2006, and identified by
A. Bocage. A sample of the collected material is archived
as voucher specimen number 83566, IPA, at the herbarium



“Dirdano de Andrade Lima”™ {Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecudria, Recife, Brazil).

2.2, CE and F80 Preparations. A crude, aqueous extract (CE)
was prepared using pod powder in 0.9% NaCl (10% w/v)
by gentle shaking for 16h, at 4°C, passed through gauze,
centrifuged (10000 x g) for 15min, and filtered. Thereafter,
proteins were precipitated over 4h by 0-80% ammonium
sulphate fractionation at room temperature; resuspended
precipitate was dialyzed against distilled water followed
by 0.9% NaCl (F80). Samples were stored at —20°C and
subsequentlylyophilized. 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) weighing approximately 25g (=50 days old)
were obtained from the bioterium of the Departamento de
Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
and maintained under constant conditions (temperature:
22 = 2°C, humidity: 40—60%, 12 h light/12 h dark cyce).
The mice were allowed access to standard rodent chow
diet (Purina)} and water ad libitum. These experiments
were approved by the Comité de Etica em Experimentacio
Animal, Centro de Ciéncias Biolégicas (CEEA-UFPE), Brazil.

2.4, Cytotoxic Activity Evaluation. The cell lines used for the
in vitro cytotoxicity assays were NCI-H292 (human lung
mucoepidermoid carcinoma cells) and HEp-2 (human lar-
ynx epidermoid carcinoma cells) obtained from the Instituto
Adolph Lutz (53¢ Paulo, Brazil). The cells were maintained
in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) and sup-
plemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine,
100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin at 37°C
with 5% COs.

Cell Viability. Trypan Blue 0.4% (w/v) was used in sodium
phosphate buffer (PBS). It penetrates easily into damaged
cells staining them blue, while the intact ones remain
colorless, allowing determination of living and dead cell
percentages. Cells were counted with an inverted LEITZ
microscope and a hemocytometer filled with a homogeneous
cell suspension aliquot.

Cytotoxicity. To determine cytotoxicity, 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 24h;
following that, CE and F80 samples at different protein
concentrations (50.0; 25.0; 12.5; 6.25ug/mL) were added
and incubated under the same conditions for 72h [9].
Control wells received only 0.9% sterile NaCl solution;
after that, 25 pL of 3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-biphenyl
tetrazolium bromide (MTT) in PBS (5mg/mL, w/v) was
added, and the plates were maintained at 37°C for 2h.
Culture medium with MTT was suctioned, and dimethyl-
sulphoxide (DMSO) was added to dissolve formazan crystals
[10]. MTT assay is based on the capability of living cells
to reduce yellow tetrazolium salt into insoluble, purple
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formazan [11] which precipitates due to the mitochondrial
enzyme succinate dehydrogenase active in living cells [12].
Optical density was carried out at 595nm. Mean optical
density (OD) of the test wells was compared to mean
OD of control wells to determine ICsy (concentration
that inhibits 50% of cell growth in relation to control).
According to National Cancer Institute (NCI), values of
[Cso = 30pg/mL, for nonpure products (e.g., extracts), are
considered significant [13].

2.5, Acute Oral Toxicity, The extract and fraction were
evaluated following the steps of Guideline 423 [14] using
female mice. Animals were prevented by eating overnight
prior to the experiment. Three animals for each preparation
were orally given a single dose starting at 300 mg/kg (mg of
product/kg ofbody 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% NaCl sterile saline solution
(saline), 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 using different 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 methotrexate (MTX) were calculated
according to animal body weight index (100 mgkg for
CE and F80; 2.5 mg/kg for MTX). Malignant tumor cells
{sarcoma 180) from donor animals with 8 days of implanting
were used. All animals were previously hygienized 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. Treatment, by i.p. route, began 24 h after tumor
implantation for 7 days. The negative control group received
only saline, and the standard group (positive) received MTX
as referential antitumor drug. The animals were sacrificed
on the eighth day, by cervical dislocation; solid tumors were
excised and weighed. 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] x 100. Animal experiments were
performed according to the NCI protecol [13].

2.7, Anti-Inflammatory Assay—Carrageenan-Induced Peri-
tonitis. Saline (control); the standard drugs: dexametha-
sone, piroxicam, and indomethacin (2 mg/kg, 3 mglkg,
and 10mg/kg, resp.); CE; F80 (100 mg/kg for both) were
administered by oral route to the correspondent groups (6
animals per group). After one hour, 0.25mL carrageenan
(1% in 0.9% NaCl), intraperitoneally injected, was used as
a phlogistic agent. Four hours later, animals were sacrificed
by cervical dislocation, and immediately the abdomen was
opened [15]. The peritoneal cavity was washed with 2 mL of
saline containing 3 mM EDTA. Exudates were collected, and
the polymorphenuclear leukocytes (PMNLs) counting was
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performed in a Neubauer chamber after diluting the sample
in Turk solution (0.01% crystal violet in 3% acetic acid).

2.8, Nitrite Analysis. Accumulated nitrite (NO,;7) in the
peritoneal exudates was measured as an indicator of NO
production according to a colorimetric assay based on
Griess reaction [16]. The exudates (100 yL) were subjected
to reaction with 100 uL Griess reagent (6 mg/mL) at room
temperature for 10min, and then NO,™ concentration
was determined by measuring absorbance at 540nm. A
standard curve was constructed using known concentrations
of sodium nitrite (NaNO; ).

2.9, Analgesic Activity—Acetic Acid-Induced Writhing Re-
sponse. The response to an i.p. injection of acetic acid
solution exhibited as a contraction of the abdominal muscles
and stretching of hind limbs was evaluated using a method
adapted from Young et al. [17]. Animals (6 per group)
were pretreated by i.p. with CE or F80 (100 mg/kg), vehicle
(saline) or piroxicam (10 mg/kg), and dipyrone (150 mg/kg)
as standard drugs. One hourlater, a dose of 0.1 mL/10 g body
weight of 1% acetic acid was injected via i.p. After 10 min, the
number of writhings during the following 20 minute period
was counted. Inhibition percentage was calculated through
the decrease of total number of writhings in the treated
groups against the control group.

2.10. Statistical Analysis. Data were expressed as mean *
SEM 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 of research
into new drugs. In fact, many compounds frequently used in
chemotherapy, such as vincristine, taxol, and camptothecins,
were isolated from plants or derived from natural prototypes
[18-20].

Additionally, the search for new drugs that effectively
interfere with the inflammatory process and pain is currently
of great relevance; plants traditionally used as well as their
derivative substances have historically been wvalued as a
source of anti-inflammatory agents and pain killers [21, 22].

3.1. Cytotoxicity. The assays revealed that, at 50.0, 25.0,
and 12.5pug/mL, F80 inhibited NCI-H292 cell growth by
25.6%, 14.3%, and 7.8%, respectively. A concentration
of 6.25pug/mL and HEp-2 cell line induced no growth
inhibition. CE did not show significant cytotoxic activity for
either cell line. ICsp up to 50.0 ug/mL used cell lines did
not allow calculation of ICsy. Therefore, both extract and
fraction presented low cytotoxicity.

Only F80 showed some cytotoxic activity; CE did not
present cytotoxicity against the cell lines used. Several
previous studies have demonstrated that plant extracts and
derivative compounds have an anticancer potential in vitro
or in vivo. Nakamura et al. [6] tested distinct L. ferrea
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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. [23], also working with L. ferrea, showed that pauferrol,
a compound obtained from the stem, possessed a cell
proliferation inhibitory activity through the induction of
apoptosis in human leukemia HL&0O cells.

3.2, Acute Oral Toxicity—LDsy Determination. The doses of
300 mg/kg and 2,000 mg/kg did not induce mice weight loss
or death from either extract or fraction. LDsy cutoff of CE
and F80 was determined as 2,500 mg/kg body weight; both
concentrations used were considered as safe (category 3)
[14].

Despite widespread use (herbal medicine is applied by
up to 80% of the population in developing countries),
few scientific studies have been undertaken to ascertain the
safety and efficacy of traditional remedies [24]. The present
investigation suggests that the aqueous extract of L. ferrea
pods is practically nontoxic via oral route in mice using an
acute single dose, indicating that the popular use of thiskind
of extract can be considered secure.

3.3, Antitumor Activity. F80 showed a tumor growth inhibi-
tion of 8.68%, but this value is not significant when com-
pared with the control group. CE did not reveal antitumor
activity (Figure 1); CE and F80 did not reduce tumeor weight
significantly. However, Nakamura et al. [8] isolated two
constituents (gallic acid and methyl gallate) from L. ferrea
pod and tested them 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. [18] evaluated the antitumor effect of methanol
leaf extract against Ehrlich ascites carcinoma in mice; the
extract promoted a significant increase of mean survival
time of mice and a decrease of tumor volume, when
compared with control group. Then, the antitumor effect
of Caesalpinia spp. may vary according to extract (and/or
isolated constituents) and tumor types used.

3.4, Anti-Inflammatory Assay. CE and F80 exhibited anti-
inflammatory activity, reducing cell migration. CE and F80
showed significant reduction (40.9% and 38.2%, resp.) in the
number of PMNL in the inflammatory exudate, similar to
piroxicam (46.7%) (Figure 2 and Table 1).

Among the phlogistic agents available (such as dextran,
bradykinin, f-glucan, etc.), carrageenan is perhaps the most
commonly used and well studied [25] producing a maximal
edema in 3 h. While the carrageenan model is typically
associated with activation of the cyclooxygenase pathwayand
is sensitive to glucocorticoids and prostaglandin synthesis
antagonists, the early phase of the carrageenan response is
due to the release of serotonin and histamine [26]. Thus, the
significant ameliorative activity of CE and F80 observed in
the present study may be due to inhibition of inflaimmatory
mediators such as histamine, serotonin, and prostaglandin
and also due to a decrease in NO production.
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Groups

B Control
E Methotrexate (2.5 mg/kg)

O CE(100mgfks)
0O F80(100mgfkg)

Ficure 1: Effects of MTX (methotrexate), CE, and F80 on the
growth of sarcoma 180 in Swiss albine male mice. Each column
represents the mean of six animals, and vertical lines show the SEM.
The asterisk denotes the significance level in comparison to the
control value: *P < 0.05.

Mummber of PMN Ls {x 106/mL exudate)

Groups

B Contral O Indomethadn (10 mgkg)
I Dexamethasone (2 mg/kg) CE ({100 mg/kg)
[] Piroxicam (3 mg/kg) H F80 (100 mafks)

Ficure 2: Effect of pretreatment with dexamethasone, piroxicam,
indomethacin (standard drugs), CE, and F80 on migration of
polymorphonuclear leukocytes (PMMLs) {(number of P MLs/mL
exudate) in carrageenan-induced peritonitis in mice. Each column
represents the mean of six animals, and vertical lines show the SEM.
Asterisks denote the significance level in comparison to the control
value: *P < 0.05,

According to Kelly etal. [27], there is a 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. Our study is
unprecedented, since no other study has related the CE and
F80 effects on cell migration.
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Tasie 1: Evaluation of anti-inflammatory activity of standard drugs
{dexamethasone, piroxicam and indomethacin}), CE, and F80 on
carrageenan-induced peritonitis in pretreated mice.

A fms Anti-inflammatory

Compound exudate + SEM L ¥
(%10 activity (%)

Control 9.7+ 0.8 —
Dexamethasone (2 mg/kg) 31 +0.3* 68.1
Piroxicam (3 mg/kg) 5.2 £ 0.5* 46.7
Indomethacin (10 mg/kg) 2.7 £ 0.4% 752
CE (100 mg/kg) 5.8 £ 0.3 409
F80 (100 mg/kg) 6.0+01% 38.2

n = 6.*P < 0.05 versus the control group.

In a previous approach, Carvalho et al. [28] determined
the anti-inflammatory activity of a crude aqueous extract
of L. ferrea pods at 60°C, using the carrageenan-induced
paw edema method in mice. Assays revealed that the extract
reduced the edema formation significantly from the first
moments.

Several plant extracts present expressive anti-
inflammatory activity by reducing leukocyte migration.
Matos et al. [29], using the same experimental model
applied in the present study, also observed a decrease in cell
migration in mice treated with an aqueous fraction obtained
from a leaf ethanolic extract of Spiranthera odoratissima.
Gokhale et al. [30] working with ethanolic extracts from
Saussurea lappa, Argyreia speciosa, and Achyranthes aspera
discovered that all of them show anti-inflammatory activity
using the carrageenan-induced paw edema and carrageenan-
induced peritonitis models in rats and mice.

3.5. Nitrite Analysis. The nitrite content in the exudates
was quantified using Griess reagent since nitric oxide (NO)
synthesis by inducible nitric oxide synthase (iINOS) is
increased in inflaimmation and leads to cellular injury. This
assay is an indirect method to quantify NO, which rapidly
reduces to nitrate and nitrite.

Nitric oxide derived from iNOS is involved in var-
ious pathological conditions such as inflammation and
autoimmune diseases leading to tissue damage [31]. Thus,
suppression of INOS is closelylinked with anti-inflammatory
action [32].

CE and FB0 promoted a high reduction in the content of
nitrite, especially CE, which decreased it to a level smaller
than those presented by the standard drugs, as shown in
Figure 3. The strong reduction by CE of nitrite level in the
exudate might be attributed to the presence of antioxidant
compounds in this aqueous extract. It is likely that CE
and F80 show their anti-inflammatory activity through
the downregulation of NO production and reduction in
leukocyte migration.

Plant extracts showing immunomodulatory activi-
ties have been extensively described, especially for their
inhibitory effect upon the NO production by macrophages
[33, 34]. Ahn et al. [32], investigating the ethanol extract



Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

12

10

Mitrite level (pM/50xL)
(=23
|

% &
70
#
n - v

Groups

Il Contral
[ Dexamethasone (2 mgfkg)

[] Piroxicam (3 mg/kg)

CE(100mg/kg)
B F80 (100 mg/ks)

Figure 3: Inhibitory effects of the standard drugs, dexamethasone
and piroxicam, CE, and F80 in relation to the control group for NO
production. Each column represents the mean of six animals, and
vertical lines show the SEM. Asterisks denote the significance level
in comparison to the control value: *P < 0.05.

and fractions of Gastrodia elata rhizomes, discovered that
the extract and its n-butanol fraction decreased the nitrite
content in the exudates obtained from the carrageenan-
induced air-pouch model in mice. Koo etal. [35] also verified
this reduction by testing two constituents (geniposide and
genipin) obtained from the ethanol extract of Gardenia
jasminoides fruit in rats.

3.6, Analgesic Activity—Acetic Acid-Induced Writhing Re-
sponse. There are different routes to evaluate nociception;
however, the assay using intraperitoneally acetic acid was
the chosen approach. The animals were pretreated one hour
before administration of phlogistic agent, then apparently,
there was no influence of the administration effect. Other
authors have alse used parenteral route in their researches
[36, 37].

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 [38]. Using the 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 cyclooxygenase
and prostaglandin biosynthesis, opioid mechanisms, local
peritoneal receptors and mediators related to acetylcholine
and histamine, and sympathetic system mediators [35, 39,
40].
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Tasre 2: Antinociceptive effect of standard drugs (piroxicam and
dipyrone), CE, and F80 on acetic acid-induced writhing response
test in mice.

Compound Dose Medium + SEM Protection (%)
Control — 69.1 £ 7.8 —
Piroxicam 10 mglkg 46.5 + 1.6* 32.73
Dipyrone 150 mg/ikg 182 £ 1.9* 73.60

CE 100 mgikg 30.0 £ 4.0* 36.60

F&80 100 mgikg 159 + 1.9 72.72

n = 6."P < 0.05 versus the control group.

Acetic acid causes algesia by releasing endogenous sub-
stances, which then excite the pain nerve endings; the
abdominal constriction is related to sensitization of nocicep-
tive receptors to prostaglandins [41]. Although this assay is
nonspecific (e.g., anticholinergic, antihistaminic, 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 [42].

Dipyrone {metamizol) is a widely used nonsteroidal anti-
inflammatory drug (NSAID'). In addition to the well-known
peripheral effects of NSAIDs—especially prostaglandin syn-
thesis inhibition—and the fact that dipyrone isable to induce
a significant antinociceptive effect in the absence of an anti-
inflammatory response, it has been proposed that it produces
antinociception at least partially by acting upon central
nervous system structures [43, 44].

Since CE and F80 were confirmed to have anti-
inflammatory activity in carrageenan-induced peritonitis
{Figure 2 and Table 1), their analgesic activity was exam-
ined. As shown in Table 2 and Figure 4, both preparations
protected mice against chemically induced noxious stimulus,
causing an inhibition at the rate of 56.6% (for CE, higher
than that promoeted by piroxicam) and 72.7% (for F80,
comparable to dipyrone) on the writhing response induced
by acetic acid. These results indicate that CE and F80 showed
analgesic action in addition to anti-inflimmatory activity.
Subsequently, it suggests 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. [28] also evaluated the analgesic activity
of an L. 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
nociception in treated groups.

4, Conclusions

CE and F80 have neither significant cytotoxic nor antitumor
activities over NCI-H292 and HEp-2 cell lines or the solid
tumor (sarcoma 180) assayed. However, further studies are
necessary to evaluate these activities using other cell lines and
tumors to elucidate whether these preparations are effective
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represents the mean of six animals, and vertical lines show the SEM,
Asterisks denote the significance level in comparison to the control
value: * P < 0.05.

against any of them, as this plant is used popularly for cancer
prevention. On the other hand, their low toxicity allows the
use of CE and F80 with a degree of safety in other situations.
Furthermore, the antinociceptive and anti-inflammatory
effects demonstrated in the present study contributed to the
ethnomedical uses of L. ferrea. Further investigations are
necessary to elucidate the precise mechanisms of action and
the compounds responsible for these effects.
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Abstract

Libidibia ferrea var. parvifolia is a tree largely distributed in Brazil, presenting various
ethnomedical uses, for treatment of many diseases and symptoms. This study aimed the
evaluation of artemicidal and embriotoxic activities of three lectins, CfePL, CfeLL and
CfeBL, purified from pods, leaves and bark of L. ferrea, respectively, against Artemia
salina and Biomphalaria glabrata. Different concentrations for each lectin were tested

(100; 50; 25 and 12.5 ppm). Regarding to artemicidal activity, all lectins tested
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promoted the death of A. salina. LCsy of CfeLL, CfeBL and CfePL were 10.728; 25.78
and 54.18 ppm, respectively. Only CfeLL and CfePL showed embryotoxic activity at
the concentrations tested, with LCs, of 36.30 and 94.95 ppm, respectively. CfeLL and
CfeBL showed interesting results in artemicidal activity. CfeLL also presented a

significant molluscicidal activity, requiring further investigations.

Keywords: Lectins; Libidibia ferrea; Artemia salina; Biomphalaria glabrata

Introduction

In order to establish the toxicity of new natural products, various assays can be
used, as the lethality assay with the brine shrimp Artemia salina, which was developed
to detect bioactive compounds in plant extracts (Silva Filho et al., 2005).

Lectins constitute a class of proteins or glycoproteins which possess at least one
noncatalytic domain capable of specific recognition and reversible binding to
carbohydrate and without immunological characteristics (Sharon and Lis, 2001; Gabius
et al., 2011). They have attracted great interest because of their various biological
activities and are considered valuable tools in the field of Genetics, Immunology and
Biomedicine (Diaz et al., 1999).

Analyses at the level of the genome and the transcriptome have shown that lectin
sequences are ubiquitous in the plant kingdom and hundreds of lectins have already
been purified from various plant species (Van Damme et al., 2008).

Libidibia ferrea var. parvifolia (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz (Leguminosae),
whose basionym is Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. (Caesalpiniaceae) (The

International Plant Names Index, 2009), is a tree that grows throughout Brazil,
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especially in the north and northeast regions (Braganga, 1996; Lorenzi, 2002). It is used
popularly for treatment of many diseases and symptoms.

In view of its ethnomedicinal importance, the Brazilian Ministry of Health has
included this species on the National List of Medicinal Plants important to the Health
System (Vasconcelos et al., 2011).

From this species, three chitin-binding lectins have been purified: CfePL
(Caesalpinia ferrea Pod Lectin), CfeBL (Caesalpinia ferrea Bark Lectin) and CfeLL
(Caesalpinia ferrea Leaf Lectin).

The specific objective of the present study was to examine CfePL, CfeBL and
CfeLL for their embriotoxic activity against the snail Biomphalaria glabrata and their

general toxicity towards Artemia salina.

Materials and Methods
Plant Material

L. ferrea pods, leaves and bark were collected from Ibimirim City, State of
Pernambuco, Northeastern Brazil, in November, 2009, and identified by A. Bocage. A
sample of the collected material is archived as voucher specimen number 83566, IPA, at
the herbarium “Déardano de Andrade Lima” (Empresa Pernambucana de Pesquisa

Agropecuaria, Recife, Brazil).

Lectins purification
CfePL and CfeBL
L. ferrea pods and bark were washed separately with distilled water, dried at

room temperature and powdered in a multiprocessor. Crude, agqueous extracts were
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prepared using each pod and bark powder in 0.9% NaCl (10% wi/v) by gentle shaking
for 16 h, at 4-C, passed through gauze and centrifuged (10000xg) for 15 min.
Thereafter, proteins of pod and bark extracts were precipitated over 4 h by 0-80%
ammonium sulphate fractionation at room temperature; resuspended precipitates were
dialyzed against distilled water followed by 0.9% NaCl (F80). A sample of each
fraction was incubated (30 min) with chitin pre-equilibrated with 0.15 M NaCl, applied
to chromatographic columns (5.0 x 1.5 cm) and proteins of each fraction were measured
by absorbance at 280 nm. Unbound proteins were eluted with NaCl and adsorbed
proteins were eluted with 1.0 M acetic acid. Fractions with high activity, eluted with
acetic acid were bulked, dialyzed against distilled water obtaining CfePL and CfeBL,

which were stored at -20 °C.

CfeLL

L. ferrea leaves were dried at room temperature and powdered in a
multiprocessor. A crude, aqueous extract was prepared using this powder in 10 mM pH
6.5 citrate phosphate buffer (10% wi/v) by gentle shaking for 16 h, at room temperature,
centrifuged (8000xg) for 15 min, and filtered. Precipitate was discarded. A sample of
the supernatant was incubated (30 min) with chitin pre-equilibrated with 10 mM pH 6.5
citrate phosphate buffer, applied to a chromatographic column (5.0 x 1.5 cm) and
proteins of each fraction were measured by absorbance at 280 nm. Unbound proteins
were eluted with 10 mM pH 6.5 citrate phosphate buffer and adsorbed proteins were
eluted with 1.0 M acetic acid. Fractions with high activity, eluted with acetic acid were

bulked, dialyzed against distilled water obtaining CfeLL, which was stored at -20 °C.
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Haemagglutination assay and protein quantification

Fresh erythrocytes from rabbit were obtained and glutaraldehyde treated. Lectins
haemagglutinating activity (HA) was defined as the lowest sample dilution showing
haemagglutination; specific HA (SHA) corresponding to HA divided by the protein
concentration (Correia and Coelho, 1995). Quantitative protein determination (mg/mL)
was performed according to Peterson (1983), using the formula: y = (1.55 x Abs 280

nm) - (0.76 x Abs 260 nm).

Toxicity against Artemia salina

The brine shrimp lethality bioassay was performed following the reported
procedure (Meyer et al., 1982), with minor modifications. The growth medium was
prepared with sea water (pH 8.0). After 48 h the shrimps are mature as nauplii and ready
for the assay. The tests were performed with different concentrations of lectins (100; 50;
25 and 12.5 ppm) in falcon tubes containing 10 animals each. The exposure occurred for
24 h. After this period the number of dead nauplii and survivors was determined. The

experiments were performed in quadruplicate.

Toxicity against Biomphalaria glabrata embryos

Embryos of B. glabrata were separated into groups of 100 individuals and
placed in Petri dishes to carry out exposure of lectin samples at different concentrations
(100; 50; 25 and 12.5 ppm) for 24 h. After this period, the embryos were rinsed with
filtered water, to remove the residual samples. Then embryos were placed in 24-well
cell culture plates for observation of the following parameters: mortality,

malformations, and outbreak. This analysis was performed for 7 consecutive days
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(Okazaki et al., 1996). Throughout the experiment the plates were kept in an incubator
for biochemical oxygen demand at 25 ° C and 12 h photoperiod. These experiments

were performed in triplicate.

Statistical analysis

Data were expressed as mean + S.E.M. (standard error medium) and statistically
assessed using one-way ANOVA, Newman-Keuls Multiple Comparison Test and Probit
analysis (Statplus 2006, AnalystSoft, Canada). P values less than 0.05 were considered

significant.

Results and Discussion
Toxicity against A. salina

Legume lectins show similar chemical, physicochemical and structural
characteristics and become important biological tools due to the fact that they show
variations in some biological activities, in spite of their high homology (Santos et al.,
2010).

Regarding to artemicidal activity, all lectins tested promoted the death of A.
salina, as seen in Figure 1. However, early as the concentration of 12.5 ppm (12.5
ug/mL), CfeLL was the most active lectin tested, whereas CfeBL and CfePL showed
significative artemicidal activity only at the concentrations of 25 ppm and 50 ppm,
respectively. At the concentration of 100 ppm, the three lectins promoted death of all

animals.
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Figure 1 — Artemicidal activity of CfePL (a), CfeBL (b) and CfeLL (c) at different

concentrations. Vertical lines show the S.E.M. and asterisks denote the significance

level in comparison to the control value: *P < 0.05.

LC1o, LCso and LCygo of CfePL, CfeBL and CfeLL were also calculated. Data

are shown in Table 1.
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Table 1 - Artemicidal activity of CfePL, CfeBL and CfeLL.

Lethal concentrations (ppm)

Lectin

LCy LCso LCiq
CfePL 13.53 54.18 101.76
CfeBL —_ 25.78 65.30
CfeLL — 10.73 60.17

LC values were calculated by probit analysis with significance level of p<0.05. Standard errors for LCs
of CfePL, CfeBL and CfeLL were 7.00, 5.12 and 3.37, respectively. — Not calculated.

The lethality assay of A. salina showed good correlation with the issue of
general cytotoxicity against several human solid tumors and pesticide activity
(Anderson et al., 1991; Mclaughlin et al., 1991; Ramachandran et al., 2011).
Furthermore, it can be used to express the toxicity of a compound with molluscicidal
activity against non-target organisms such as small crustaceans and fish (Lima et al.
2002).

Meyer et al. (1982) established a relationship between the degree of toxicity and
the median lethal dose, LCsg, on larvae of A. salina. Crude extracts and pure substances
with LCso value < 1000 ug/mL (1000 ppm) are considered toxic.

Besides the research with plant extracts, many other lectins have been tested,
with promising results. Working with five glucose/manose binding lectins, Santos et al.
(2010) discovered that, for the brine shrimp (A. salina), the most active lectins came
from Cratylia floribunda (CFL), Dioclea guianensis (Dgui), D. grandiflora (DGL) and
D. virgata (Dvir) with LCsp and (LCgqp) values of 4.75 pg/mL (7.68 pg/mL), 5.21 pg/
mL (11.3 pg/mL), 2.52 pg/mL (5.02 pg/mL) and 2.77 ug/mL (19.9 pg/mL),
respectively. The LCsy values of SLL-1, SLL-2 and SLL-3, lectins obtained from
Moringa oleifera seeds, were found to be 15.8, 17.78 and 14.12 pg/mL, respectively.
The experimental results revealed that SLL-3 is more cytotoxic than other lectins

(Khatun et al., 2009). On the other hand, the lectin obtained from Sebastiania
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jacobinensis (SejaBL) showed percentage deaths of A. salina with LCso of 715.89 £ 1

ug/mL, meaning that SejaBL contains low environmental toxicity (Vaz et al., 2010).

Toxicity against B. glabrata

Only CfePL and CfeLL showed embryotoxic activity at the concentrations tested
(Figure 2). The results obtained with CfeBL do not differ statistically when compared
to control. CfeLL was most active than CfePL since has almost 100% B. glabrata
embryos infeasible already at concentration of 50 ppm, while CfePL only prevented it at
a concentration exceeding 100 ppm.

LC1o, LCsg and LC1gg of CfePL and CfeLL were also calculated. Data are shown

in Table 2.
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Figure 2 — Embryotoxic activity of CfePL (a) and CfeLL (b) at different concentrations
against B. glabrata. Vertical lines show the S.E.M. and asterisks denote the significance

level in comparison to the control value: *P < 0.05.
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Table 2 — Molluscicidal activity of CfePL, CfeBL and CfelLL against B. glabrata

embryos.

Lethal concentrations (ppm)

Lectin

LCy LCso LCiq
CfePL 30.96 94.95 169.83
CfeBL — —_ —_
CfeLL 28.98 36.30 58.07

LC values were calculated by probit analysis with significance level of p<0.05. Standard errors for LCsp
of CfePL and CfeLL were 5.03 and 1.70, respectively.

This test takes into account the number of viable embryos, which includes
parameters such as mortality, malformation and hatching. According to Oliveira-Filho
et al. (2010), although being alive, malformed embryos seldom successfully hatch and,
even if they do, hatching delay itself may impair post-hatching growth and survival
thereby contributing to the reduction of snail population in an infested body of water.
The three outcomes of a substance-induced embryotoxicity, therefore, apparently
contribute to reducing the viability of molluscicide-exposed egg masses.

According to these results, only CfeLL fell below the threshold of 100 pg/mL set
for potential molluscicidal activity by the World Health Organization (WHO, 1965).

Several plant species have been proved to have molluscicidal properties against
different snail species, including natural compounds of the Leguminosae family
(Farnsworth et al., 1987; Adetunji; Salawu, 2010; Cantanhede et al., 2010).

Santos et al. (2012), examining extracts of eight plants used by the Pankararé
indigenous people for medicinal purposes, discovered that Poincianella pyramidalis
(LCsp 0.94 mg/L), Chenopodium ambrosoides (LCso 13.51 mg/L), Mimosa tenuiflora
(LCso 20.22 mg/L), Hyptis pectinata (LCso 25.55 mg/L), and Jatropha molissima (LCsg

33.55 mg/L) demonstrated the strongest molluscicidal activities.
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Lectins have also been tested regarding to their molluscicidal effects. Lectins
CFL and Dgui showed significant molluscicidal activity, with values of LCqy = 50.3
ug/mL and LCqy = 41.0 ug/mL, respectively (Santos et al., 2010). On the other hand,
SejaBL did not present toxicity in blastulae and embryo development of B. glabrata

(Vaz et al., 2010).

Conclusions

The results of artemicidal activity displayed by CfeLL and CfeBL, besides the
significant molluscicidal activity of CfeLL demonstrate their potential biotechnological
applications, although the high CfeLL toxicity revealed by the brine shrimp test
emphasizes the general need to determine the effects of all potential molluscicides on
non-target organisms. Further investigations are necessary to discover the action

mechanism of these lectins.
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7 CONCLUSOES

Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho permitem concluir que:

e EECf apresenta baixa toxicidade oral e possui atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva significativas;

e CE e F80 possuem baixa toxicidade oral, ndo possuem atividades citotoxica e
antitumoral frente as linhagens NCI-H292 e HEp-2 e o tumor Sarcoma-180, e reduzem
a migracgdo leucocitaria e o contetido de nitrito no exsudato inflamatdrio, apresentando
atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva significativas;

e CE reduz drasticamente o conteddo de nitrito, indicando possivel atividade
antioxidante;

e CfeLL e CfeBL apresentam alta atividade artemicida, e CfeLL possui uma

significativa atividade moluscicida.
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8 ANEXOS

e Resumo apresentado na XLI Reunido Anual da SBBq, ocorrida de 19 a 22 de maio de
2012, em Foz do Iguacu/PR

¢ Resumo apresentado na XI Reunido Regional Nordeste da SBBq, realizada no periodo
de 5 a7 de dezembro de 2012, em Recife/PE

e Guia de autores do periodico Bioresource Technology
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XLI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular - SBBq
Foz do Iguagu, PR, Brasil - 19 a 22 de maio de 2012

Caesalpinia ferrea Aqueous Extracts and Lectins: Antioxidant Activity

Ramos, M. C.k: Freitas, A. C. C.%: Paula, R. A.Y; Cunha, C. R. A.%: Coelho, L. C. B.
B.l: Carneiro-da Cunha, M. G.%; Silva, M. V., Correia, M.T.S.}

'Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Pernambuco,
Pernambuco, Brazil.

Free radicals have different roles in the body and are engaged in the production of
energy, phagocytosis, regulation of cell growth and intercellular signaling. However,
their excess presents deleterious effects, such as damage to DNA, proteins and
lipids causing oxidative stress, which is implicated in various diseases. Caesalpinia
(Libidibia) ferrea is a species that comes from Brazil and its different tissues are used
in folk medicine presenting various therapeutic properties as antidiabetic, scarring,
expectorant, antifungal, antibacterial, anti-inflammatory and anthelmintic activities.
Studies with bark aqueous extracts from C. ferrea demonstrated the presence of
proanthocyanidins, tannins hydrolysable, cinamics derivatives, and flavonoid trace
amounts that make this plant a promising source of antioxidant compounds. The
study aimed to purify lectins and to explore the antioxidant activity of C. ferrea
extracts and lectins. Aqueous extracts and CfePL, CfeBL and CfelLL, respectively
obtained from C. ferrea pod, bark and leaf, were subjected to the antioxidant activity
test determined by radical 2.2-diphenyl-1-picrilhidrazil (DPPH). Bark, pods and leaf
extracts presented 73.1%; 71.06% and 24.7% inhibition of oxidation of the DPPH
substrate, respectively; only CfeBL and CfeLL showed 30% and 9.1% of inhibition,
respectively. According to these results, the antioxidant potential presented by the
studied samples may be related to the therapeutic properties of C. ferrea.

Word Keys: Antioxidant activity; Caesalpinia ferrea; Lectins.
Supported by: FACEPE, CNPq and CAPES
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X1 Reunido Regional Nordeste da SBBq

/ s B Bq 4™ |nternational Symposium in Biochemistry of Macromolecules and Biotechnology
Recife — PE, 5 a 7 de desembro de 2012

Caesalpinia ferrea lectins: Evaluation of Artemicidal Activity

Ramos, M. C.: Freitas, A. C. C.%; Paula, R. A.:; Melo, M.S.%; Neves,F.P.A; Cunha,
C.R. Al Lima, A. L. R.1; Pereira, D. S.T.%; Coelho, L. C. B. B.:; Correia, M.T.S.}

'Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Pernambuco,
Pernambuco, Brazil.

Lectins are proteins that share the ability to specifically recognize and bind certain
carbohydrate structures. Artemia salina’s high sensitivity to a broad range of
compounds has promoted its use as a test organism for bioassays. Among its
applications, A. salina has been used in the analysis of pesticide residues, stream
pollutants, dinoflagellate and plant toxins, toxicity of oil dispersants and carcinogenic
phorbol esters. Caesalpinia (Libidibia) ferrea, popularly known as “pau-ferro”, is a
large tree found in the North and Northeast of Brazil. In folk medicine, C. ferrea is
used because of its various therapeutic properties as anti-inflammatory, antiulcer,
analgesic, anticancer, antihypertensive, anthelmintic, antibacterial and antifungal
activities. This study aimed to investigate the toxicity of three C. ferrea lectins, CfePL,
CfeBL and CfeLL, respectively obtained from its pods, bark and leaves. Larvae of A.
salina were exposed to different concentrations of each lectin (12.5 ppm, 25 ppm, 50
ppm and 100 ppm), during 24 h. After this period, the number of dead and survivors
larvae was determinated. All lectins tested promoted the death of A. salina. LCso of
CfeLL, CfeBL and CfePL were 10.728 ppm, 25.78 ppm and 54.18 ppm, respectively.
According to these results, these lectins are potential antitumor agents, since there is
a good correlation between the artemicidal activity and cytotoxicity to human solid
tumors. Hence, these compounds have potential biotechnological applications.

Keywords: Lectins; Caesalpinia ferrea; artemicidal activity.
Supported by: FACEPE, CNPq and CAPES
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