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RESUMO

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que se ligam de forma reversivel e especifica a
carboidratos. Devido a essa caracteristica principal elas Tem sido uma importante ferramenta
da biotecnologia, sendo utilizada em diversos ramos da pesquisa. Lectinas da folha da
Caesalpinia ferrea (CfeLL) foram purificadas e juntamente com seu extrato bruto (EB) foram
caracterizados e avaliados quanto ao seu potencial analgésico, antiinflamatério e antitumoral
utilizando camundongos fémeas. A pesquisa partiu do interesse em explorar a C. ferrea, uma
planta com muitas propriedades terapéuticas utilizada pela medicina popular. Inicialmente
obteve-se 0 extrato bruto a 10% de solu¢cdo em Tampéo citrato fosfato 10mM pH 6,5. Com
uma amostra do extrato foi feita cromatografia em coluna de quitina. CfeLL aglutinou
eritrocitos de coelhos e de humanos e teve sua atividade inibida por glicoproteinas (fetuina e
soro fetal bovino) e por carboidratos (N-acetil-Dglicosamina); manteve sua atividade
hemaglutinante mesmo a 100° C; ndo apresentou variacdo de atividade em presenca de ions
(Ca®* e Mg?"); nem em diferentes valores de pH (2,0 — 10,0). Os resultados in vivo revelaram
que tanto o EB quanto CfeLL (50 mg/kg) reduziram em 43,45% e 41,12% o tamanho do
tumor sélido sarcoma-180. As preparacdes também diminuiram em até 63% as contorcdes e
estiramentos dos ratos tratados com EB (30mg/kg) e em até 53% dos ratos tratados com
CfeLL (30 mg/kg). Na avaliacdo da atividade antiinflamatoria apresenta inibicdo da
inflamacéo em 48% dos animais quando tratados com EB (100mg/kg) e 46% quando tratados
com CfeLL(100mg/kg). Os resultados portanto revelam que tanto o EB quanto a Lectina
possuem afinidade por fetuina, soro fetal bovino e N-acetil-D-glicosamina. Sdo termoestaveis
e ndo se alteram em presenca de ions e em diferentes valores de pH. Os testes com
camundongos mostraram que EB e CfeLL possuem atividade antitumoral, analgésica e
antiinflamatéria, podendo ser comparados aos resultados de farmacos ja utilizados. Dessa
forma confirma-se a crenca popular da utilizacdo para tratamento de ulceras gastricas e como

cicatrizante.

Palavras-chave: Lectinas, Caesalpinea férrea, Avaliacdes Biologicas



ABSTRACT

Lectins are proteins or glycoproteins that bind reversibly and specifically to carbohydrates.
Because of this feature in the main they were an important tool have biotechnology and is
used in various branches of research. Caesalpinia ferrea leaves lectins (CfeLL) were purified
and with his crude extract (CE) were characterized and evaluated for their potential analgesic,
anti-inflammatory and antitumor using female mice. The study started from the interest in
exploring the C. ferrea, a plant with many therapeutic properties used by folk medicine.
Initially it was obtained the crude extract to a 10% solution in 10 mM phosphate citrate buffer
pH 6.5. With a sample of the extract was made column chromatography on chitin. CfeLL
agglutinated erythrocytes of rabbits and humans and their activity was inhibited by
glycoproteins (fetuin and fetal bovine serum) and carbohydrate (N-acetyl-D glucosamine);
retained their hemagglutinating activity even at 100 ° C; did not change activity in the
presence of ions (Ca2 + and Mg2 +); or at different pH values (2.0 - 10.0). The results in vivo
showed that both the EB and CfeLL (50 mg / kg) reduced by 43.45% and 41.12% the size of
solid tumor sarcoma-180. The preparations also decreased by 63% in the twisting and
stretching of rats treated with EB (30mg/kg) and up to 53% of mice treated with CfeLL (30
mg/kg). in evaluation of the anti-inflammatory activity showed inhibition of inflammation by
48% of the treated animals with EB (100mg/kg) and 46% when treated with CfelL
(100mg/kg). The results therefore show that both the EB and have a Lectin affinity for fetuin,
fetal calf serum and N-acetyl-D-glucosamine. Are heat-stable and not change in the presence
of ions and different pH values. Tests on mice showed that EB and CfeLL have antitumor
activity, analgesic and anti-inflammatory, can be compared to the results of drugs already in
use. Thus it is confirmed the popular belief of the use for treatment of gastric ulcers and as a

healing.

Key-words: Lectins, Caesalpinea ferrea, Biological evaluations
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1. INTRODUCAO

1.1 LECTINAS

1.1.1 Caracteristicas e particularidades

As lectinas se apresentam como um grupo de moléculas representantes da classe
das proteinas, que sdo macromoléculas bioldgicas com func¢des variadas no organismo, como
por exemplo, hormonal, enzimatica, defesa, nutricional, receptor de sinais celulares,
transporte e estrutural. Um organismo vivo possui cerca de 15 % do seu peso constituido de
proteinas, sendo a molécula organica mais abundante nos sistemas vivos.

As lectinas tiveram seu primeiro estudo comprovado apos a verificacdo de que
extratos de sementes de mamona, Ricinus communis, aglutinavam eritrécitos de animais, cujo
estudo foi desenvolvido por Stillmark, em 1888 e representou 0 marco inicial para os estudos
das lectinas, as quais foram definidas como substancias com capacidade de aglutinar
eritrécitos (SHARON E LIS, 1988). As lectinas sdo também denominadas de aglutininas,
hemaglutininas ou fitohemaglutininas (GOLDSTEIN & HAYES, 1978), e podem ser
definidas como proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune (SHARON & LIS, 1989),
que se ligam a carboidratos especificos ou glicocomplexos (DEBRAY et al., 1981; WILSON
& PEARSON, 1984).

O termo lectina foi introduzido por Boyd e Shapleig em 1954, sendo originado do
latim (lectus) o qual significa selecionado, escolhido; esse termo traduz a capacidade das
lectinas em reconhecer carboidratos especificamente se ligando de forma néo covalente, como
também reconhecendo e aglutinando eritrocitos de grupamentos sanguineos especificos
(PEUMANS E VAN DAMME, 1995). Entretanto, com o0s avangos dos estudos e
principalmente da analise estrutural e molecular o termo precisou ser redefinido. Hoje,
entende-se por lectina todas as proteinas que possuem no minimo um dominio ndo catalitico
que se liga de modo reversivel a um mono ou oligossacarideo especifico. Essa nova definigédo
se fez necessaria para abranger as proteinas que possuiam um comportamento diferenciado
em suas propriedades de aglutinar e precipitar glicoconjugados (PEUMANS E VAN
DAMME, 1995; 1998).
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Entre os seres vivos, as lectinas estdo amplamente distribuidas, encontradas em
todos os grupos de organismos da natureza, desde os microorganismos até o homem. Em
microorganismos a maior variedade de estudos tem sido feito com fungos, tendo sido isolado
e purificado diversas proteinas de diferentes especies (KAWAGISHI et al., 1990; WANG et
al., 2003; NGAI E NG, 2004; GOLDSTEIN et al., 2007; LIU et al., 2008). Além de fungos as
bactérias e cianobactérias também séo alvos de estudos (SYED et al., 1999; YAMAGUSHI et
al., 1999).

Outros exemplos sdo os animais, tanto invertebrados quanto vertebrados. Ja foram
encontrados lectinas em protozoarios (BABAL E RUSSEL, 1999), esponjas (MOURA et al.,
2006), anémona (FENTON-NAVARRO et al., 2003), moluscos (BANERJEE et al., 2004;
TAKAHASHI et al., 2008), crustaceos (ALPUCHE et al., 2005; YANG et al., 2007; SUN et
al., 2008), insetos (CHEN et al., 1999; OURTH et al., 2005), Peixes (MURAYAMA et al.,
1997; BASIL E ENTLICHER, 1999), anfibios (LEVERIVRAY et al., 1985), bovinos (YE E
NG, 2000), e outros organismos.

No homem, ja foi identificada a presenca de lectinas em diversos tecidos
diferentes, como, por exemplo, no pulmao (DUMPHY et al., 2002; SORENSEN et al., 2007),
em placenta (SOLLEUX E COLLEMAM, 2003), nos dendritos (KANAZAWA et al., 2004;
KANAZAWA et al., 2007) entre outros.

Nos estudos atuais a maior parte das lectinas ja descritas é constituinte de plantas,
uma vez que sdo importantes fontes dessas moléculas. J& foram descritas lectinas de raizes,
rizomas, tubérculos, bulbos, folhas, flores, frutos, sementes, vagens, entrecascas e cerne (MO
et al., 1993; CORREIA e COELHO, 1995; COELHO e SILVA, 2000; NAEEM et al., 2001,
NASCIMENTO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2003; WANG e NG, 2003; OLIVEIRA et al.,
2008a; SA et al, 2008; COSTA et al., 2009; SANTOS et al., 2009; VAZ et al 2009).

Como todas as proteinas, as lectinas sdo formadas por cadeias de aminoéacidos,
gue nesse caso Se apresentam em sua grande maioria como aminodcidos carregados
eletricamente, dessa forma as lectinas sdo ricas em aminoacidos acidos e hidroxilados
(KENNEDY et al., 1995). Para identificar a presenca de lectinas em uma solucéo, partindo do
pressuposto que reconhecem e aglutinam carboidratos, pode ser feito um ensaio de atividade
hemaglutinante (AH) onde os eritrocitos serdo reconhecidos pelos sitios de ligagcdo a
carboidratos formando ligacGes reversiveis entre células opostas (SANTOS et al., 2005). A

especificidade da ligacdo carboidrato-lectina pode ser aferida utilizando o método
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convencional de hemaglutinacdo associado com carboidratos atuando como inibidores
(CORREIA E COELHO, 1995; WANG E NG, 2006).

Uma das importantes funcfes dos ions metalicos no nosso organismo é o de se
fixar nos sitios ativos de muitas proteinas, ativando ou aumentando o potencial da mesma.
Algumas lectinas precisam de ions metalicos bivalentes em sitios especificos, que estimulam
0 reconhecimento do carboidrato pelo qual tem afinidade ao estabilizar a ligacdo por fixar as

posicBes dos aminoacidos que interagem com o carboidrato (VAZ et al., 2010)

1.1.2 Purificacdo e caracterizagdo

As técnicas utilizadas para purificacdo das lectinas sdo as mesmas, comuns a
purificacdo de proteinas, na seguinte sequéncia:

a) Extragdo: contendo o material de estudo macerado ou triturado em solugéo
salina ou tampdo (KAWAGISHI ET AL., 2001); ap6s um periodo de tempo e temperatura
determinados, as proteinas serdo solubilizadas na solucdo, que sera filtrada e centrifugada
para obtenc¢do do extrato bruto;

b) Fracionamento salino: trata-se de uma purificacdo parcial obtida por
fracionamento salino, em diferentes concentracfes, o sal fard as proteinas presentes na
solugéo precipitarem (COELHO E DA SILVA, 2000);

c) Cromatografia: trata-se de todo processo que visa um maior grau de
purificacdo da molécula (BAYNES E DOMINICZAK, 2000). A maioria das lectinas é
purificada através de cromatografia por afinidade, devido ao fato de serem ligantes especificas
de carboidratos, assim, o carboidrato para o qual a lectina é especifica é utilizada como
ligante, selecionando apenas a lectina que se pretende estudar (KENNEDY et al., 1995;
GERLACH et al., 2002). Outras formas de cromatografias utilizadas sdo as de troca i6nica
que liga proteinas com sinais contrarios ao da matriz (DATA et al., 2001) e a de exclusdo
molecular que se baseia na separa¢do das proteinas de acordo com o tamanho da molécula em
ordem decrescente (HEU et al., 1995).

Apos a purificacdo da proteina se fazem necessarios estudos de caracterizacdo
dessa molécula que véo deduzir as caracteristicas da lectina. Alguns estudos de caracterizagdo
sdo a atividade hemaglutinante, que revela a capacidade da proteina de aglutinar eritrocitos; a
dependéncia da molécula a ions (SHARON E LIS, 1990); a estabilidade da molécula em
diferentes temperaturas (OLIVEIRA et al., 2002) e diferentes valores de pH (KONOZY et al.,
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2003); a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) (REYNOSO-CAMACHO et al.,
2003); HPLC (cromatografia liquida de alta presséo), HPLC-RP (cromatografia liquida de
alta pressdo em fase reversa) e FPLC (cromatografia liquida de rapida resolucdo) (WONG E
NG., 2003).

1.2 LECTINAS DE LEGUMINOSAS

Esse grupo de lectinas corresponde a um grupo particular que, como o préprio
nome sugere, é encontrado apenas na familia das leguminosas. As leguminosas constituem
uma familia de plantas angiospermas, também chamadas de Fabacea, essa familia se
subdivide em trés subfamilias, a Papilionoideae, a Mimosoideae e a Caesealpinoideae. As
leguminosas constituem uma das quatro principais familias de angiospermas da regido
nordeste do Brasil, sua distribuicdo é bastante intensa em todo o territério brasileiro, com
destaque para a regido Nordeste. A principal caracteristica visual dessa familia sdo os frutos
na forma de vagem, os exemplos econdmicos mais importantes sdo o feijdo, 0 amendoim, o
grdo de bico, a fava, a lentilha e a soja, 0 que revela uma grande importancia nutricional e
econdmica dessa familia. O valor histdrico também esta a ela associado uma vez que a arvore
que deu origem ao nome do Brasil também é um representante desta subfamilia, a
Caesalpinia equinata, popularmente chamada de Pau-Brasil, muito distribuida em nosso
territorio, ja tendo sido um importante utensilio para corante em industria téxteis da idade
media. Hoje, porém, com o avanc¢o da tecnologia e o aparecimento de corantes mais eficientes
0 pau-brasil tem sido muito utilizado em pracas juntamente com o pau-ferro (Caesalpinia
ferrea).

Alguns exemplos de lectinas conhecidas e bem estudadas do grupo das
leguminosas sdo a concanavalina A (Con A) obtida da semente de Canavalia ensiformis,
feijdo de porco (OLIVEIRA, 2009) e a Cramoll obtida da semente de Cratylia mollis, feijéo
camaratu (Paiva e Coelho, 1992; Correa e Coelho, 1995).

As lectinas desse grupo tém em comum a estrutura molecular, que se apresenta de
forma homologa, entretanto, variam de acordo com a especificidade para os carboidratos.
Devido ao fato de terem estrutura parecida, porém serem bastante variadas quanto a
especificidade esse grupo de lectinas tornou-se um grupo bastante importante em estudos
cientificos atuando como importante ferramenta biotecnoldgica. A importancia das lectinas

nessas plantas também deve ser destacada; algumas estdo envolvidas na simbiose entre
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legumes e a fixacdo de nitrogénio da bactéria do género Rhizobium (VAN DAMME et al.,
1998)

1.2.1 Caesalpinea ferrea

Dentre toda a variedade de plantas pertencentes a familia das leguminosas, uma
espécie em particular chama a atencdo. Trata-se da Caesalpinea ferrea, popularmente
chamada de pau-ferro ou juca, esta planta pertence a subdivisdo Caesalpinoideae e € bastante
distribuida em todo o territério brasileiro (BRAGANCA, 1996; LORENZI, 2002). Devido ao
clima e as condigdes de solo é encontrada com mais freqiiéncia nas regides Norte e Nordeste
do pais, com destaque para os estados de Pernambuco e Ceara (ALZUGARAY, 1984).

Possui inflorescéncias amarelas com flores bem pequenas; frutos marom-escuro,
do tipo legume (vagem), contendo sementes pequenas, firmes e bem escuras; as folhas sao
compostas, o que também é uma caracteristica da familia; é uma arvore de porte médio com
cerca de 10 a 15 metros de altura, seu tronco é curto, entretanto muito utilizado para
construcdo civil e lenha. Devido a sua beleza € comum encontrar o pau-ferro ornamentando
avenidas e pracas, alem disso é uma forrageira muito importante no Nordeste, devido a sua
adaptacdo natural a regido e a capacidade de fornecer forragem mesmo durante a seca
(NASCIMENTO et al., 2002).

O pau-ferro é uma planta de destaque na medicina popular, sendo usada como
terapéutica de diversos problemas de salde, movidos pela sabedoria popular estudos
cientificos ja comprovam varias utilidades terapéuticas do pau-ferro, como por exemplo:
tratamento de ferimentos e contusbes, alivio de tosses e asma (BRAGA, 1976;
HASHIMOTO, 1996); acdo antifingica (LIMA et al., 1994); antiulcerogénica (BACCHI E
SERTIE, 1994; BACCHI et al., 1995); antiinflamatéria (SILVA et al., 2008); analgésica
(CARVALHO et al.,, 1996; THOMAS et al., 1988); tratamento de diabetes (BALBACH,
1972); prevencdo do cancer (NAKAMURA et al., 2002a); antitumoral (NAKAMURA et al.,
2002b); cicatrizante (PENNA, 1964; PIO CORREA, 1984; LEWIS, 1987); descongestionante
(BALBACH, 1972); antireumatico (BRAGANCA, 1996; GOMES, 2003). De acordo com o
teste fitoquimico feito com o extrato hidroalcodlico da casca e da folha, foram identificados a
presenca de flavondides, taninos, saponinas, cumarinas, esterdides e compostos fenolicos
(GONZALEZ ET AL., 2004).
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Devido a toda essa importancia terapéutica e a grande utilizacdo na cultura
popular, as lectinas despertam cada vez mais interesse em estudos biotecnoldgicos sobre essa

planta.

1.3 MECANISMO DE INFLAMACAO

Os estudos sobre a acdo inflamatoria do organismo tem interesse médico desde
muitos anos antes de cristo. As caracteristicas clinicas ja eram muito bem definidas ha 3000
a.C., os estudos avangados mostram a importancia de se conhecer esse mecanismo de defesa
do organismo que se ndo tratado adequadamente pode levar a morte. Em conceito, 0s
objetivos da inflamacdo sdo o de localizar a regido agredida, eliminar o agente agressor e
remover 0s tecidos degenerados, preparando a area lesada para reparacdo (JUNIOR e
DANTAS, 2000). Dessa forma o mecanismo é bem mais complexo do que aparenta,
envolvendo uma complexa variedade de células (neutréfilos, macréfagos e células
mononucleares), bem como moléculas inflamatorias como prostaglandinas (PGs), oxido
nitrico (NO), citocinas pro-inflamatdérias como o fator de necrose tumoral o (TNF- a),
interleucina 1 (IL-1), interleucina 12 (IL-12), interferon y (IFN-y) e quimiocinas. A primeira
deteccdo da inflamacdo € evidenciada pela presenca dos neutréfilos que sdo as primeiras
células a migrarem para o local inflamado (MIYAZAKI et al., 2000; KEY et al., 1982;
ADAMS e HAMILTON., 1984).

Clinicamente a inflamacdo pode ser definida como um processo patofisioldgico
inicial dos tecidos vivos diante de uma variedade de estimulos lesivos que levam ao acimulo
de fluido plasmatico e células sanguineas no local; é caracterizada por vermelhidao e aumento
de temperatura local, causada pela dilatacdo dos vasos e aumento do fluxo sanguineo no local
inflamado, bem como edema provocado por acumulo de liquido nos espacos intersticiais.
Além da dor resultante de uma combinacdo de fatores, inclusive a pressdo nos terminais
nervosos resultante dos edemas e perda de funcéo, que pode ser total ou parcial, que se refere
a uma resposta da injaria provocada pelo dano (SOSA et al., 2002; STEVENS; LOWE, 2002;
WANNMACHER; FERREIRA, 2004; HANSEL; DINTZIS, 2007).
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1.3.1 Mecanismo de acdo das células e moléculas inflamatorias

1.3.1.1 Leucocitos

O processo inflamatorio fica evidenciado a partir do acumulo de leucdcitos,
principalmente os neutrdfilos e células derivadas dos mondocitos, isso representa a
caracteristica mais importante da reacao inflamatoria.

De acordo com RANG (2003) os eventos causados pelos leucdcitos sdo
marginacdo e rolamento, adesdo, transmigracdo (diapedese ou quimiotaxia), fagocitose e
degradacdo celular. De uma forma geral, os leucdcitos incorporam e degradam as bactérias e
demais componentes estranhos, destruindo através de produtos toxicos do oxigénio e

posteriormente digerindo enzimaticamente.

1.3.1.2 Mondcitos e macréfagos

Os mondcitos chegam a area inflamada, algumas horas depois dos leucécitos,
sendo transformados em macréfagos nos tecidos, sua acdo é bem parecida ao dos leucécitos,
porém com algumas quimiocinas adicionais — proteina quimioatraente de monaocitos-1, MCP-
1 e quimiocina reguladora da ativagdo na expressdo e secrecdo de células T normais,
RANTES (KUMAR et al., 2005a). A presenca de macrofagos em associacdo com outros
fatores atraem outros leucdcitos para a area, reacdo que provoca o fendmeno da febre,
secretam NO, radicais livres e etc (RANG et al., GORDON, S., 2001; HERMANN et al.,
2001).

1.3.1.3 Citocinas e quimiocinas

Citocinas sdo pequenas proteinas, que atuam se ligando a receptores especificos
de membrana, desencadeando uma cascata que leva a inducdo, favorecimento ou inibicdo de
varios genes no nuacleo celular (RANG et al., 2003). Elas sdo geralmente sintetizadas por
linfocitos e macréfagos estimulados por invasores do organismo ou mediadores inflamatorios.
Exemplos comuns de citocinas sdo linfocinas, monocinas, interleucinas, fatores de

crescimento, etc.
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As propriedades gerais das citocinas sdéo meia-vida curta, modulam a resposta
imune, producdo e modulacdo de varios tipos de células, interagdo com outras citocinas e
reconhecimento através de receptores especificos (ZHANG 2008).

Citocinas de baixo peso molecular e de funcdo quimiotatica sdo chamadas de
quimiocinas, elas criam um gradiente quimico controlando a locomogdo dos leucdcitos,
portanto na verdade sdo coordenadores da movimentagdo dos componentes envolvidos nas
reacOes inflamatorias e imunoldgicas. Outras fungdes das quimiocinas sdo as de promover

angiogénese e causar desgranulacdo dos mastocitos.

1.3.1.4 Oxido nitrico

E uma molécula lipossoltivel com poucos segundos de meia-vida produzida a
partir do aminoécido arginina pela acdo da oxido nitrico sintase (NOS) (GOMES e BEL,
2003; ZHANG, DAWSON e DAWSON, 2006).

Por ser uma molécula bastante reativa, 0 aumento das concentracbes de NO
podem causar lesdes celulares por produzirem radicais livres que favorecem os danos do
estresse oxidativo (figura 1) (WEI et al., 2003). Outro fator afetado pelo excesso de NO € a
liberacdo excessiva de glutamato com consequiente entrada de calcio no terminal pés-sinéptico
e ativacdo da NOS calcio-dependente, o que vai ser um alimentador do processo funcionando
como um ciclo, ja que a NOS é a enzima que catalisa a reacdo de producdo de NO, esse
processo recebe 0 nome de excitotoxicidade glutamatérgica (DUNCAN e HEALES, 2005).

Através de mecanismos ainda desconhecidos completamente o NO contribui para
doengas neurodegenerativas. Algumas evidéncias mostram o potencial de NO em causar
danos no DNA, modificacbes em proteinas e associacdo no processo de excitotoxicidade,
esses fatores ocasionam grande parte dos danos cerebrais que ocorrem em doencas

neurodegenerativas, mostrando assim a relacdo do NO a essas doencas.

1.3.2 Agentes antiinflamatérios

A descoberta do mecanismo inflamatério foi um grande passo para o
desenvolvimento de farmacos capazes de interromper a sinalizacdo inflamatoria. Embora cada
farmaco antiinflamatério possua um mecanismo de agdo proprio o principal objetivo geral é o

de impedir o agravamento da inflamacdo, ndo permitindo que ele se torne lesivo em extremo,
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evitando assim a potencializacdo da agressividade flogogena inicial (LEMANSKE e BUSSE,
2006).

Os agentes antiinflamatorios sdo divididos em dois grupos distintos, de acordo
com seu mecanismo de acdo, os antiinflamatorios esterdides e os nédo-esterdides (AINES)
(LEE; KATAYAMA, 1992; WANNMACHER; FERREIRA, 2004a)

Figura 1: Atuacdo do NO liberando grande quantidade de radicais livres (-OH).
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Fonte:disponivel em <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422005000600020> acesso em 18 de Nov 2009

1.3.2.1 Agentes antiinflamatorios esteroides

Os glicocorticdides constituem um grupo importante das moléculas
corticosterdides com funcdo antiinflamatéria (figura 2). Como todos os corticosterdides eles
sdo fabricados pela glandula adrenal e, sdo moléculas analogas a hidrocortisona (DELVIN,
1998). Sua acdo se da pela inibicdo de fosfolipases, ndo permitindo a liberacdo do acido
araquidénico das membranas das células lesadas. Como consequéncias diminuem a
transcricdo de genes que expressam citocinas, alteram o grau de fibrose e inibem as fungdes
especificas dos linfocitos (CHROUSOS, 1995; BORNE, 2002; COCICOV et al., 2004;
WANNMACHER; FERREIRA, 2004b; HOWLAND; MYCER, 2006).

Esses agentes permitem tratamento para diversas doencas inflamatdrias como

lUpus, asma, artrite, esclerose multipla, etc. (GAYATHRI et al., 2007).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422005000600020
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422005000600020
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Figura 2: Mecanismo de a¢do dos medicamentos esterdides.
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O horménio esterdide entra na célula (1) se ligando ao seu receptor citoplasmatico (2), o complexo
horménio-receptor vai até a nicleo (4) levando informacgdes para o DNA que vai transcrever a informacéo para
um RNAm (5), a fita de RNAm vai para o citoplasma traduzindo a informagdo genética em uma nova proteina
(6) que vai sair da célula para desempenhar sua fungdo no organismo.

Fonte: disponivel em <http://www.cbiot.ufrgs.br/bioinfo/Aula_07-analgesicos.pdf> acesso em 16
de nov 2009.

1.3.2.2 Agentes antiinflamatdrios ndo-esterdides (AINES)

Os AINEs possuem estrutura bem variada e apresentam como principais
propriedades os efeitos antiinflamatdrio, analgésico e antipirético, podendo ainda apresentar
efeitos antitrombotico e uricostrico (COSSERMELLI; PASTOR, 1995). Eles atuam inibindo
a enzima ciclooxigenase que é chave para a sintese de prostaglandinas. A ciclooxigenase
(COX) pode ser encontrada sob trés isoformas, a COX-1 (constitutiva) e COX-2 (induzida), e
recentemente foi relatada a existéncia da COX-3 (CHANDRASEKHANRAN et al., 2002).

Devido a existéncia de diferentes ciclooxigenases, as prostaglandinas também séo
diferentes, sendo as prostaglandinas oriundas de COX-2 as responsaveis pela mediacdo da
dor, febre e inflamacao.

Os exemplos mais comuns desses farmacos sdo aspirina (figura 3), indometacina
e piroxicam, seletivos para a COX-1, diclofenaco de sodio e meloxicam, seletivos para COX-
2. (LAGES et al., 1998; WALLACE e CHIN, 1999; SIMMONS, 2006).


http://www.cbiot.ufrgs.br/bioinfo/Aula_07-analgesicos.pdf
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Figura 3: Formula estrutural da aspirina

Aspirina
(acido acetil-salicilico)

1.4 DOR

Atualmente o conceito de dor mundialmente usado é o estabelecido pela
associacdo internacional de estudos da dor (IASP), que afirma que a dor é “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel que primariamente associamos a lesdo tecidual ou a
descrevemos em termos desta lesdo ou ambos” (IASP, 2004). Geralmente a dor é associada a
inflamacdo como um processo secundario originado pela liberacdo de mediadores algicos
(HUNSKAAR e HOLE, 1987; OSABEDE ¢ OKOY’E, 2003).

A dor pode ser decorrente de diferentes estimulos e condi¢des, que vao depender
do tecido lesado, da natureza, da intensidade e da duracdo do estimulo. Geralmente ela se
inicia em éareas periféricas como a pele, sendo identificada pela ativagdo de neurdnios
nociceptores que reagem a estimulos danosos como temperatura, pressdo mecanica e
mediadores inflamatdrios (HANSSON, 2005). Em resposta ao estimulo identificado iniciam-
se as vias nociceptivas que incluem a excitacdo das fibras nervosas, mudancas de fenétipo
celular e estrutura neural, sinapses e expressdes de novas moléculas, incluindo enzimas,
neurotransmissores e receptores. As fibras nervosas estendem-se até o interior da medula
espinhal, a outra extremidade capta sensacfes. Quando o estimulo nocivo € detectado
perifericamente é disparado um impulso elétrico que é propagado por toda a fibra nervosa,
passando por nociceptores e atingindo a medula espinhal (BASBAUM e JULIUS, 2006).

De acordo com Prado (2001) devemos reconhecer dois tipos de dor, a dor aguda e
a cronica. A dor aguda é bem mais simples embora que tenha um papel fundamental, sendo
apresentada quando ocorre um estimulo nocivo intenso, bem localizado e tendo curta duragéo
caso ndo haja les@o de tecido. Geralmente € causada por processos identificaveis, sejam
inflamatdrios, espasticos ou isquémicos. Os NAPs (neurbnios aferentes primarios) garantem o

funcionamento sendo capazes de codificar o estimulo nocivo quanto a modalidade,
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intensidade, duracgdo e localizacdo (BROWN; BOTTOMLEY, 1990; TURK; MELZACK,
1992; PRADO, 2001).

Enquanto que a dor aguda é necessaria ao ser vivo, uma vez que indica problemas
gue ameagam sua sobrevivéncia, a dor crénica € um mecanismo aberrante prejudicial e
comprometedor do sistema vivo. Modificagdes ocorridas na matriz do sistema nervoso, em
funcdo da persisténcia de informacgdes aberrantes que ai aportam, levam as expressdes de
genes que conferem um perfil funcional anormal, cuja expressdo é a dor. As dores cronicas
podem ser entendidas como as que se mantém apds a cura da leséo inicial, ou que persistem
além de semanas ou meses. Assim, mais do que um sintoma (dores agudas) sdo consideradas
hoje mundialmente como uma doenga (FEUERSTEIN; HICKEY, 1992; PLEUVRY;
LAURETTI, 1996; MACFARLANE et al., 1997; WOOLF; MARNION, 1999; FERREIRA,
2001; PERISSINOTTI, 2001; PRADO, 2001; TURK; OKIFUJI, 2001; MCQUAY, 2002;
FERREIRA, TORRES, 2004).

O fendbmeno em que o corpo percebe e responde ao estimulo doloroso € chamado
de nocicepcdo e pode variar de acordo com a dimensdo do estimulo. Os nociceptores sao 0s
responsaveis por receber o estimulo, eles estdo localizados nas terminacgdes livres dos ax6nios
periféricos dos NAPs (figura 4), estdo localizados em todo o corpo, exceto no cérebro e nos
0ss0s. Em seguida ocorre a hiperalgesia, onde a sensibilidade dos nociceptores aumenta. O
estimulo é levado até o SNC onde os ganglios da raiz dorsal sintetizam diversas substancias
que irdo atuar como neurotranmissores e neuromoduladores da dor. Em seguida os corpos
celulares dos NAPs, que estdo localizados nos ganglios da raiz dorsal, enviardo essas
substancias tanto para o ramo periférico quanto para o ramo central das NAPs, exercendo
funcdo na dor tanto periférica quanto centralmente (PRADO, 2001; TEIXEIRA, 2001,b).

1.4.1 Agentes analgésicos

A analgesia pode ser classificada como o estado em que o individuo ndo sente
mais dor, através da interrupcdo dos impulsos nociceptivos (BATISTETTI, 2001).
Didaticamente eles podem se dividir em analgésicos opiodides e ndo opioides.

Os opidides sdo muito utilizados tanto no tratamento da dor aguda quanto da
crénica (FERREIRA; HIDALGO; CAUMO, 2004; HANSON, 2004). Eles atuam com o

efeito analgésico deprimindo os mecanismos centrais envolvidos na nocicepcao e interferindo
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na interpretacdo da dor, atuando também no sistema limbico (HOUDE, 1979; FERRER-
BRECHNER; GANZ, 1984; FOLEY; MACALUSO, 1992).

Figura 4: Organizacdo do sistema nervoso, mostrando os nociceptores nas

extremidades dos neurdnios.
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espinhal

Fonte: disponivel em <http://www.gmc.ufsc.br/gmcweb/artigos/dor/o_que_eh_dor.htm>

acesso em 18 de nov 2009

Os ndo opiodides além das propriedades analgésicas, também tém propriedades
antitérmicas e antiinflamatorias, pois estdo associados a inibicdo das COX e sdo conhecidos
por ndo serem viciantes. Eles sdo indicados para dores leves e moderadas, os mais tradicionais
sdo dipirona e acetaminofeno (paracetamol) (figura 5), embora seus mecanismos ainda sejam
controversos (ROBERTS II; MORROW, 2001; BASSANEZI; OLIVEIRA FILHO, 2006)
existindo estudos que sugerem esses farmacos como inibidores de COX-2 (BRODY, 1997,
CAMPOS et al., 1999; ROBERTS II; MORROW, 2001).

1.5 CANCER
Como indicadora de problemas no organismo a dor também pode ser um

indicador de graves doencas e tende a ser um dos maiores sintomas em pacientes com cancer

durante todas as fases de evolugdo da doenca e o mais temido, podendo preceder o


http://www.qmc.ufsc.br/qmcweb/artigos/dor/o_que_eh_dor.htm
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diagndstico, estender-se durante a fase de tratamento ativo, assim como nas fases avangadas e
terminal da doenca (REDDY, 2000).

Figura 5: Estrutura do dipirona (A) e do paracetamol (B).

Também comumente chamado de neoplasia ou processo maligno, o cancer ocorre
no organismo apos um descontrole na divisdo celular de uma célula anémala produzindo
células filhas também andmalas. Obviamente o tecido que abriga as células em questdo vao
ter seu funcionamento alterado comprometendo todo o organismo. Atualmente o cancer € a
segunda principal causa de mortalidade em paises desenvolvidos, enquanto que em paises em
desenvolvimento seu nimero vem crescendo (ALBERTS e al., 1999; SCHREIBER, 1999;
STEVENS; LOWE, 2002; RANG et al., 2004).

Geralmente o cancer é uma doenca gerada a partir de células isoladas. O resultado
disso é que os genes ndo sdo afetados e a doenca ndo pode ser passada pelas geracdes.
Entretanto, em casos mais raros o cancer pode afetar as linhagens germinativas dos genes
podendo causar suscetibilidade genética nos descendentes (ALBERTS et al.,, 1999;
CALLERY; GANNETT, 2002; KLIG; CUMMINGS, 2002). Dessa forma o cancer pode ser
considerado uma doenca genética, podendo ser transmitido a células normais por genes que
sofreram mutacfes. Essas mutacdes podem ser promovidas por agentes quimicos e fisicos do
meio ambiente ou por produtos toxicos da propria célula, como radicais livres, por exemplo.
Essas mutacBes ocorrem em genes codificadores de proteinas envolvidas no controle da
proliferacéo e diferenciacéo celular (PARK et al., 2000; HANAHAN et al., 2001; TLSTY et
al., 2001).

O céncer esta associado a grandes alteracfes genéticas de modo que a maioria dos

tumores humanos esta associada a mudangas cromossémicas (KLUG; CUMMINGS, 2002).
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Entretanto, a total compreensdo do céncer esta muito longe de acontecer; a facilidade de
desenvolver cancer em alguns organismos provavelmente esta associada a uma predisposicao

a quebras de DNA e a incapacidade de reparar erros (DESCH, 2002).

1.5.1 Desenvolvimento do cancer

De todos os casos, 80% a 90% dos cénceres estdo associados a fatores ambientais.
Alguns deles sdo bem conhecidos: o cigarro pode causar cancer de pulmédo, a exposicdo
excessiva ao sol pode causar cancer de pele, e alguns virus podem causar leucemia. Outros
estdo em estudo, tais como alguns componentes dos alimentos que ingerimos, € muitos sdo
ainda completamente desconhecidos. O envelhecimento traz mudancas nas células que
aumentam a sua suscetibilidade a transformacéo maligna. Isso, somado ao fato de as células
das pessoas idosas terem sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para
cancer, explica em parte o porqué de o cancer ser mais freqliente nesses individuos. Os fatores
de riscos ambientais de cancer sdo denominados cancerigenos ou carcin0genos. Esses fatores
atuam alterando a estrutura genética (DNA) das células (NUNES et al., 2000; AGNEZLIMA
etal., 2001).

A definigdo do desenvolvimento do cancer pode ser avaliada de acordo com o
comportamento celular das células que sofreram as mutacdes. Essas células agora definidas
como células cancerosas passaram a exibir comportamentos diferenciados das células normais
(MENDELSOHN, 1995), o primeiro é a origem clonal em que mdltiplas alteracdes celulares
marcam 0s varios passos da progressdo maligna. Durante o caminho, mecanismos protetores
promovem a eliminacdo apoptdtica de muitas células defeituosas. O acimulo de um grupo de
alteracdes especifico é capaz de provocar o escape as defesas, dando inicio ao cancer.

A autonomia é o segundo passo identificado em células malignas, onde elas
podem se dividir descontroladamente; a anaplasia é outra reacdo an6mala de células
cancerosas, onde as células altamente diferenciadas passam por um processo em que elas vao
se tornar células pouco diferenciadas, ou seja, nas células neopléasicas o estado €
indiferenciado. Por fim, o processo de agravamento do cancer ocorre na metastase, onde as
células tumorais se espalham comprometendo outros Orgdos do corpo, bem como o
aparecimento de celulas neoplasicas em locais diferentes daqueles em que elas foram
originadas, a metastase simboliza uma grave complicagdo para o paciente devido a

distribuicdo da patologia em todos os sistemas principalmente por invasdo local e dimensdes
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linfatica, vascular e transceldmica (MENDELSOHN, 1995; ALBERTS et al., 1999;
CALLERY; GANNETT, 2002; STEVENS; LOWE, 2002; THOMAS, 2003).

As células mutantes, em particular, também apresentam algumas alteracfes
estruturais como, por exemplo, perda de juncdes celulares e diferenciacdo do glicocélice,
estruturas fundamentais no contato célula-célula, bem como da célula com a matriz celular da
célula adjacente, o que provavelmente é o responsavel pelo processo metastéatico dos tumores
(BROOKS, 2000; BROOKS; CARTER, 2001; THIES et al., 2001; SILVERTHORN, 2003).

Outro fator agravante na neoplasia € a capacidade que os tumores tém de possuir
suprimento sanguineo préprio chamado de angiogénese, o que facilita seu desenvolvimento,
além disso, algumas células malignas tornam-se resistentes a morte celular programada
(apoptose) o que as torna resistentes ao tratamento médico, mesmo até 0s mais agressivos,

como a quimioterapia e radiacdes ionizantes (DESCH, 2002).

1.5.2 Agentes antineoplasicos

Atualmente o tratamento para o cancer tem se estabelecido principalmente de trés
formas: o tratamento cirdrgico, utilizado com mais freqiiéncia em tumores solidos; a
radioterapia usada como adjuvante da cirurgia quando o tumor for sensivel a ela; e a
quimioterapia, utilizada em tumores generalizados, ou seja, espalhados por todo o corpo
(FERNANDES JUNIOR, 2000; SILVA; ALMEIDA, 2000; SOARES, 2000; CALLERY;
GANNETT, 2002; RANG et al., 2004).

A busca por medicamentos antineoplasicos tem sido constante, uma vez que se
procuram agentes mais especificos a células tumorais e que ndo agridam as células normais. O
fato é que existe muito pouca diferenca entre uma célula normal e uma célula cancerosa o que
dificulta o reconhecimento por parte do medicamente, acarretando na destruicdo de células em
geral.

A grande maioria dos agentes atua no DNA, impedindo a duplicacdo celular, ndo
permitindo que o material genético anormal possa se multiplicar. Didaticamente as fases do
ciclo celular sdo: GO, fase de repouso; G1, fase de preparacdo para a sintese de DNA; S, fase
de sintese de DNA e outras moléculas da célula; G2, fase de descanso apds o trabalho intenso;
M, fase em que a mitose acontece. Independente de qual fase o antineoplasico atue, seu maior
objetivo € induzir a apoptose (BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL GIGLIO, 2002;
BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004).
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De acordo com suas propriedades os agentes antineoplasicos sdo divididos em
varias categorias:

a) Agentes alquilantes: induzem a apoptose alquilando moléculas organicas como
DNA, RNA e proteinas (BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL GIGLIO, 2002; CALLERY;
GANNETT, 2002; THOMAS, 2003; BARROWS, 2004; BITTENCOURT,; BRUNSTEIN,
2004). Deve ser acompanhada por reparo celular, pois interferem em células neoplésicas e
normais, podendo ocasionar metagénese e carcinogénese (RAJEWSKY et al., 2000).

b) Antimetabolicos: os analogos do acido folico, das purinas e das pirimidinas,
especificos para fase S, impedindo a sintese de &cidos nucléicos. Uma grande vantagem é a
capacidade de serem mais eficientes em células com grande crescimento, uma caracteristica
de células tumorais (BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL GIGLIO, 2002; CALLERY;
GANNETT, 2002; THOMAS, 2003; BARROWS, 2004; BITTENCOURT; BRUNSTEIN,
2004).

c) Compostos de platina: constituidos por metais pesados (cisplatina,
carboplatina) ndo sdo especificos para nenhuma fase e tém mecanismos semelhantes aos
agentes alquilantes (CHU, 1994), entretanto sdo mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos
e embriotoxicos. O metotrexato é um antagonista do acido foélico, Unico antimetabélico do
folato em uso clinico. Usado para tratar tumores de cabeca, cancer de mama, sarcomas,
linfomas e tumores germinativos. Como efeito colateral pode provocar vomito, nausea,
ulceracdo oral e gastrica e depressdo da medula dssea, entre outros (BERTINO, 1992;
WINKELSTEIN, 1992; BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL GIGLIO, 2002; CALLERY;
GANNETT, 2002; THOMAS, 2003; BARROWS, 2004).

d) Horménios e analogos: alteram as reacdes celulares por meio de ligacdo a
receptores especificos, exemplos: tamoxifeno, leuprolida e flutamida.

e) Antibidticos: atuam formando ligacdo estavel com DNA, impedindo sua
duplicacdo, e consequente producdo de RNA e proteinas, exemplos: dactinomicina e
mitomicina (LAZO; LARNER, 1997; BARROWS, 2004).

f) Produtos vegetais: O mecanismo exato é desconhecido, porém é potente
mitotoxico, promovendo a necrose e remocdo gradual do tecido lesionado. S&o especificos
para a fase M, atuando por complexagdo com a tubulina, interrompendo na montagem dos
microtubulos, conseqlientemente interrompendo a divisdo celular na metafase (LAZO;
LARNER, 1997; BOENTE; SAMPAIO FILHO; DEL GIGLIO, 2002; CALLERY;
GANNETT, 2002; BARROWS, 2004; BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Purificar, caracterizar e avaliar a atividade antitumoral, antiinflamatoria e

analgesica de preparacdes lectinicas da folha de Caesalpinia ferrea.

2.2 Objetivos especificos

- Obter o extrato bruto (EB) e a lectina (CfeLL) cromatografada a paritr do EB em
coluna de quitina.

- Caracterizar as preparacfes lectinicas quanto a sua estabilidade em temperaturas
elevadas e em diferentes valores de pH; influéncia de ions sobre sua atividade hemaglutinante
(AH); inibicdo da AH por carboidratos e glicoproteinas; identificacdo do peso molecular
aproximado por PAGE.

- Avaliar a atividade antitumoral in vivo de EB e CfeLL utilizando células do
tumor sarcoma-180.

- Avaliar a atividade antiinflamatéria de EB e CfeLL.

- Avaliar a atividade antinociceptiva de EB e CfeLL.
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RESUMO: A Caesalpinia ferrea é uma planta de grande importancia terapéutica utilizada na
medicina popular, muito encontrada no Brasil é bem distribuida no Nordeste brasileiro,
surgindo, portanto o interesse em purificar, caracterizar e testar a atividade antitumoral,
antiinflamatdria e analgésica de preparacdes lectinicas de folhas C. ferrea. Foram utilizados
extrato bruto (EB) e a lectina CfeLL (Caesalpinia ferrea Leaves Lectin) purificada a partir do
extrato, em coluna de quitina. EB e CfeLL apresentaram inibicdo da atividade hemaglutinante
(AH) para N-acetil-D-Glicosamina, fetuina e soro fetal bovino. CfeLL foi estavel a
tratamentos com temperaturas elevadas, mantendo sua atividade a 100° C e frente a diferentes
valores de pH; célcio e magnésio ndo influenciaram sua AH. A observacdo de uma banda por
eletroforese para proteinas nativas, basicas demonstra a natureza bésica de CfeLL; nenhuma
banda foi observada por eletroforese para proteinas nativas, acidas. EB e CfeLL (50 mg/kg)
inibiram em 43,45% e 41,12% de crescimento do tumor sarcoma-180, respectivamente,
enguanto observou-se uma atividade antiinflamatéria em modelo de carragenina de 48,3% e
46,4% para EB e CfeLL (100 mg/kg), respectivamente. Os estudos analgésicos com acido
acético revelaram 63,4% e 53,5% nas doses de 30 mg/kg tanto para EB quanto para CfeLL.
Os resultados revelam uma lectina estavel a valores de pH, termoresistente, de facil obtencao;
EB e CfeLL apresentam promissoras aplicagdes bioldgicas tais como, inibicdo de tumores,
atividade antiinflamatdria e analgésica, evidenciando o potencial uso popular dessa planta

para tratamento de tumores e em processos antiinflamatorios.

Unitermos: Caesalpinia ferrea, lectinas, purificacdo de proteinas, cancer, antiinflamatorio,

analgesia.
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ABSTRACT: “Purification, characterization and evaluation of biological

preparations Caesalpinia ferrea leaves lectins”.

Caesalpinia ferrea plant is a very important therapy used in folk medicine widely
found in Brazil is well distributed in northeastern Brazil, rising interest therefore to purify,
characterize and test the biological activity of C. ferrea. We used aqueous extracts of the plant
and the lectin CfeLL (Caesalpinia ferrea Leaves Lectin) purified from the extract on a column
of chitin. The extract and lectin were inhibition of haemagglutinating activity (HA) for N-
acetil-D-glucosamine, fetuim and fetal bovine serum. CfeLL was stable at elevated
temperatures, keeping its activity at 100 °C; lons do not influence the HA and are stable in
variations of pH in the solution. The observation of a band by electrophoresis for basic native
proteins demonstrate the basic nature of the CfeLL, no bands were observed by
electropheresis for native acidic proteins. Results showed an inhibition of 43.45% and 41.12%
growth of the tumor with sarcoma-180 for EB and CfeLL (50 mg / kg), respectively. The anti-
inflammatory activity in carrageenan model was 48.3% 3 46.4% for EB and CfeL.L (100 mg /
kg) respectively. Studies analgesics in acetic acid revealed 63.4% and 53.5% at doses of 30
mg / kg of both EB and the CfeLL. The results indicate a lectin-resistent, easily accessible,
which according to the inhibition of tumors, inflammatory and analgesic activity observed for
both the extract, and for the lectin, confirming the popular belief in the use of this plant for

treatment of tumors and in inflammatory processes.

Keywords: Caesalpinia ferrea, lectins, purification of proteins, cancer, anti-inflammatory,

analgesy.
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INTRODUCAO

A Caesalpinea ferrea (pau-ferro; jucd) € uma planta nativa do Brasil bastante
distribuida no Nordeste brasileiro, principalmente na regido da caatinga, como nas cidades de
Floresta e Ibimirim no estado de Pernambuco. Muito utilizada na medicina popular como
anticéptico e cicatrizante, servindo no tratamento de doencas como gastrite e infeccOes
pulmonares.

Lectinas sdo glicoproteinas que apresentam como principal caracteristica a ligacao
de forma reversivel e especifica a carboidratos. Essas proteinas estdo distribuidas em todos os
grupos de seres vivos, microorganismos (Wang et al., 2003; Ngai e Ng, 2004; Goldstein et al.,
2007; Liu et al., 2008), animais (Kanazawa et al., 2007; Takahashi et al., 2008; Yang et al.,
2007; Sun et al., 2008; Sorensen et al., 2007; Moura et al., 2006) e em plantas, nessas as
lectinas sdo obtidas de diferentes tecidos como sementes (Wang e Ng, 2003; Santos, 2009),
folhas (Coelho e Silva, 2000), bulbos (Mo et al., 1993), casca (Sa et al, 2008a), raizes (Naeem
et al., 2001) e vagens (Oliveira et al., 2003). Os estudos com lectinas revelaram seu potencial
na prevencdo do cancer (NAKAMURA et al., 2002a); como antitumoral (NAKAMURA et
al., 2002b); como cicatrizante (PENNA, 1964; PIO CORREA, 1984; LEWIS, 1987);
antiulcerogénica (BACCHI E SERTIE, 1994; BACCHI et al., 1995); atividade
antiinflamatéria (SILVA et al., 2008), entre outras atividades que tem sido descritos na
literatura. Atualmente as lectinas sdo importantes utensilios da biotecnologia por se ligarem a
carboidratos, podendo reconhecer caboidratos de membrana (Weis et a, 1996), auxiliar na
purificacdo de glicoconjugados (Lima et al, 1997; Paiva et al., 2003) e servindo como meio
para estudos medicinais (Banerjee et al., 2004; Mizuno et al., 2004; Sharon e lis, 2001).

O combate ao cancer tem sido o objetivo de grande parte dos trabalhos com

plantas visando o tratamento dessa patologia (Newman et al., 2000, 2003; Butler, 2004). O
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combate a essa doenca tem se tornado um foco na medicina moderna e, o destaque para 0s
produtos naturais estd na tentativa de amenizar os efeitos do tratamento uma vez que 0s
tratamentos para essa doenca sao muito invasivos e agressivos até mesmo afetando células
normais do organismo. Mesmo drogas usadas em quimioterapia tém sua origem natural,
sendo drogas isoladas de plantas e produtos naturais diversos (Van der Heijden et al., 2004;
Costa-Lofuto et al., 2005). As plantas e os produtos naturais tém sido fontes valiosas de
obtencdo de produtos que combatem o cancer (Prozesky et al., 2001; Schwartsmann et al.,
2002).

A elucidacdo das vias envolvidas no processo inflamatério foi um grande passo
para o desenvolvimento de farmacos capazes de interromper a sinalizacdo inflamatoria.
Embora cada farmaco antiinflamatério possua um mecanismo de acdo propria o principal
objetivo geral € o de impedir o agravamento da inflamacdo, ndo permitindo que ele se torne
lesivo em extremo, evitando assim a potencializacdo da agressividade flogégena inicial
(LEMANSKE e BUSSE, 2006).

A analgesia pode ser classificada como o estado em que o individuo ndo sente
mais dor, através da interrupcdo dos impulsos nociceptivos (BATISTETTI, 2001). A
associagao internacional de estudos da dor define a dor como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel que primariamente associamos a lesdo tecidual ou a descrevemos em
termos desta lesdo ou ambos” (IASP, 2004). Geralmente a dor € associada a inflamagdo como
um processo secundario originado pela liberagdo de mediadores algicos (HUNSKAAR e
HOLE, 1987; OSABEDE ¢ OKOY’E, 2003).

O objetivo deste trabalho foi purificar; caracterizar parcialmente e avaliar a
atividade antitumoral, antiinflamatoria e analgésica de preparacGes lectinicas da folha de

Caesalpinia ferrea.
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MATERIAL E METODOS

Material botanico
As folhas de C. ferrea foram coletadas da cidade de lbimirim no estado de

Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Animais

Camundongos, fémeas, Swiss albinos (Mus musculus) pesando aproximadamente
30 g (x 50 dias de nascidos), foram obtidos do biotério do Departamento de antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e mantidos sobre condicBes constantes
(temperatura: 23 = 2 °C, umidade: 40-60%, ciclo de 12 h claro/ 12 h escuro). Os
camundongos foram alimentados com uma dieta padrdo para roedores (Purina®) e 4gua. Os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal do Centro

de Ciéncias Bioldgicas da UFPE, Brasil (CEEA — UFPE).

Ensaios de atividade hemaglutinante (AH) e inibicdo da AH

Foram usados eritrocitos de humanos (A, B, O e AB) e de coelhos obtidos como
descritos por BUKANTZ et al (1946) e, tratados com glutaraldeido de acordo com Bing et al
(1997). A atividade hemaglutinante (AH) foi avaliada de acordo com Correia e Coelho (1995)
definida pela diluicdo das amostras, que apresentam hemaglutinacdo; a AH especifica (AHE)
corresponde a AH dividida pela concentracdo da proteina (mg/ml). A determinacdo da
concentragdo de proteinas foi desenvolvida de acordo com Lowry et al (1951). A ligagéo

especifica a carboidratos foi desenvolvida pela inibi¢cdo da AH usando os agtcares (100 mM):
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N-acetil-D-glucosamina, manose, glicose, sacarose ou, glicoproteinas (0.5 mg/ml): fetuina,

ovoalbumina, caseina e soro fetal bovino, de acordo como descrito por Coelho e Silva (2000).

Purificacdo da lectina

As folhas de C. ferrea foram lavadas em agua destilada, secas em temperatura
ambiente, trituradas em multiprocessador. Extrato a 10% (w/v) em tampéo citrato-fosfato 10
mM, pH 6,5 (TCF) foi obtido por agitacdo durante 16 h, em temperatura ambiente. O extrato
foi filtrado, centrifugado a 10.000 x g durante 15 min e coletado o sobrenadante, obtendo-se o
extrato bruto (EB), foram efetuadas 10 (dez) repeticbes para a extracdo. Amostras de EB
foram incubadas (30 min) com quitina (Sigma), equilibradas com TCF para serem aplicadas a
colunas cromatograficas (5,0 x 1,5 cm). Proteinas adsorvidas a matriz foram eluidas com
Acido acético 1 M. As fragbes coletadas que apresentaram AH foram reunidas, dialisadas

(CfeLL) e armazenadas a uma temperatura de -20 °C.

Efeito da temperatura, pH e ions na AH de CfeLL

AH de amostras de CfeLL foram determinadas ap6s as mesmas serem submetidas
a incubacdes por 30 min em temperaturas definidas (30 — 100 °C). Diferentes solucdes de pH
(Tampdo citrato-fosfato pH 2,0 — 4,5; Tampéo fosfato de sédio, pH 5,0 — 8,0; Tampéo Tris-
HCI, pH 8,5 — 10 e NaOH, pH 10 — 11) e (c) solugbes de CaCl, ou MgCl, (0.01 — 0.04 M)
foram usadas para diluicdo de amostras de CfeLL em ensaios de AH. A AH para todos 0s
ensaios foi efetuada apos incubacdo de cada amostra por 45 min, utilizando os eritrocitos

tratados de coelho.



51

Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

PAGE para proteinas nativas, basicas ou acidas foram efetuados como descrito
por Reisfeld et al (1962) e Davis (1964), respectivamente. Amostras desnaturadas foram

reduzidas ou ndo, em presenca de SDS-PAGE de acordo com Laemmli (1970).

Atividade antitumoral

Os estudos foram feitos com seis camundongos em cada grupo, sendo analisada a
atividade antitumoral in vivo de EB e CfeLL frente ao sarcoma-180.

As dosagens de EB, CfeLL e Metotrexato (MTX), (30 e 50 mg/kg para EB e
CfeLL; e 2.5 mg/kg de MTX). Foram implantadas células malignas (sarcoma-180) e, apds
oito dias de implantacdo os camundongos, portadores de tumor, foram previamente
higienizados em uma sala de cirurgia experimental e anestesiados para a aspiragdo do tumor.
O tumor em sua forma ascitica foi introduzido sob a axila direita dos animais receptores. O
tratamento via i. p. foi iniciado 24 h apds o implante, por 7 dias. O grupo controle negativo
recebeu apenas o0 veiculo (solugdo salina) e o grupo padréo (positivo) recebeu MTX a droga
antitumoral de referéncia. No oitavo dia, os animais foram sacrificados e os tumores solidos
foram excisados e pesados. A inibicdo do tumor foi expressa pela comparacdo do grupo de
animais tratados (T) em comparagdo ao grupo de animais controles negativo, ndo tratado (C).
A inibicdo do tumor foi calculada de acordo com: percentual de inibicdo do tumor [Tw, (%)]
=[(C - T)/ (C)] x 100. Os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo do NCI

(Geran et al., 1972).
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Ensaios antiinflamatorios — peritonite induzida por carragenina

Solucéo salina (NaCl 0,15 M), dextrametazona (2 mg/kg), piroxicam (3 mg/kg) e
indometacona (10 mg/kg), bem como as amostras em estudo EB e CfeLL (30, 50 e 100
mg/kg), foram administradas por via oral nos respectivos grupos (6 animais por grupo). Apos
1 h da administracdo, 0,25 ml de solucdo de carragenina (1%) em solucdo salina (agente
flogistico) foi injetada i.p. Decorridas 4 h, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e submetidos a cirurgia por abertura abdominal (Grupta et al., 2005). A cavidade
peritoneal foi lavada com 2 ml de solucdo salina contendo EDTA. O exsudato foi coletado e

os leucdcitos polimorfonucleares foram contados em camara de Neubauer.

Atividade analgésica — contor¢fes abdominais induzidas por acido acético

A resposta a injecdo i.p. de solucdo de acido acético, manifestada por contracoes
do musculo do abdémen e estiramento da parte posterior do corpo foi avaliada usando
adaptacGes do método de Young et al. (2005). Animais (6 por grupo) foram pré-tratados com
as amostras em analise EB e CfeLL (30, 50 e 100 mg/kg), 1 h apds foi é administrado a
solucdo de acido acético (1%), com volume de 0,1 ml para cada 10g de peso do animal.
Aguardado um periodo de 10 min o numero de contracdes e estiramentos foram contados por

um periodo de 20 min.

Analises estatisticas

Os dados foram expressos em media £ S.E.M. e estatisticamente avaliados atraves

do ANOVA (Origin® 5.0). Foi considerado significante p<0.05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma lectina da folha de C. ferrea foi purificada em coluna de quitina (figura 1) a
partir de EB (concentracdo protéica de 70 mg/ml e AH de 4096). A lectina (CfeL.L) obtida por

eluicdo com acido acético (concentracdo protéica de 0,5 mg/ml e AH de 128) apresentou AHE

bem superior ao extrato (tabela 1).

Figura 1: Cromatografia de EB em coluna de quitina.
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Tabela 1: purificagdo de CfeLL
Rendimentos e atividades hemaglutinantes das frac6es diversas(10g de farinha de triturada de

folha de Caesalpinia ferrea

Pro P
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69. 58.

B 0 7 096 76
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CfeLL manteve sua AH estavel até 100 °C por um periodo de 30 min (figura 2A).
Quando incubada em presenca de fons Mg?* e Ca ?* (figura 2B) ndo houve uma alteracéo
relevante em sua AH. Além de eritrocitos de coelho CfeLL aglutinou eritrocitos humanos (A,
B, AB e O) observando-se uma elevacdo na AH com sangue humano tipo A, da mesma forma
uma diminuicdo no sangue tipo AB, 0 sangue B e o de coelho apresentaram a mesma
atividade e o tipo O apresentou uma reducdo na AH (figura 2C). A AH de CfeLL n&o variou
entre os pH 4,5 e 6,0 e em pH 10,0, no entanto sua Ah foi decrescendo em pH 6,5 a 8,5,
apresentando sua minima AH em pH 9,0 (figura 2D).

A eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas nativas, basicas (dados nao
mostrados), revelou o carater basico de CfeLL, mostrando também a purificacdo de CfeLL.
PAGE para proteinas nativas, acidas ndao revelou nenhuma banda para EB ou CfeLL.

Algumas lectinas tém sido isoladas por cromatografia de quitina, no entanto,
necessitam de etapas de purificagdo parcial para suas obtencdes (Franco-Fraguas et al., 2002;
Freire et al., 2002; S& 2008a). A termoresisténcia € uma caracteristica comum em lectinas
obtidas de plantas nativas do nordeste brasileiro (Costa et al., 2009; Vaz et al., 2010).
Lectinas, como a obtida de Talissa esculenta, podem ter sua AH estimulada por Ca?" (Freire
et al., 2002) e, algumas demonstram preferéncia em aglutinar sangue tipo AB e O como as, de
T. esculenta e Sphenostyles stenocarpa, respectivamente (Freire et al., 2002; Machuca et al.,
1999). Portanto, a obtencdo de CfeLL por apenas uma etapa de purificacdo e sua estabilidade
frente a altas temperaturas e variacfes de pH, revela uma nova lectina ligadora de quitina com
caracteristicas similares aquelas ja estudas, e estas caracteristicas estimularam seus estudos
em aplicages biologicas in vivo e in vitro, bem como EB, uma vez que é na forma de extrato

que a populacéo utiliza os diferentes tecidos de C. ferrea na medicina popular.
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Nos ensaios de atividade antitumoral observou-se que EB nas doses de 30 e de 50
mg/kg, apresentou uma inibicdo do crescimento tumoral em 24,3% e 43,5%, respectivamente,
em relacdo ao grupo controle negativo, enquanto que MTX (controle positivo) apresentou
uma inibicdo de 72% (figura 3A). CfeLL na dose de 50 mg/kg apresentou uma inibicdo de
41% de crescimento do tumor (figura 3B). Hu et al. (2002) demonstraram que 0 extrato
alcoolico de Ganoderma Lucidum induzia apoptose de células cancerosas humanas da
linhagem MCF-7. Nakamura et al. (2002b) isolaram duas proteinas da vargem de C. ferrea
testando suas atividades antitumoral em ratos, detectaram uma diminuicdo do numero de
papilomas. Grupta et al. (2004), também, avaliaram extratos metanolicos de Caesalpinia
boducella quanto ao seu efeito antitumoral. Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram
gue o extrato e a lectina estudados obtidos de folha de C. ferrea possuem atividade

antitumoral, portanto apresentam potenciais anticarcinogénicos.

Termoestabilidade Varia¢do de AH em presenca de ions

Log de AH

~ 4" b ™ “

o Concentragdes dos lons
o
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C
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Figura 2: Variacdo da AH de CfeLL em funcdo: da temperatura (A); da presenca dos ions (B)
Mg®* e Ca ?* (1: NaCl, 0,15 M; 2: 40 mM; 3: 20 mM; 4: 10 mM; 5: 5 mM); de eritrécitos
humanos e de coelho (C) e de diferentes valores de pH (D)
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Figura 3: Atividade antitumoral de EB (A) e de CfeL (B)
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Entre os agentes flogisticos disponiveis (como a dextrana, a bradicinina, f-
glucanas, etc), carragenina é talvez o mais utilizado e estudado em ensios de atividade
antinflamatéria (Leme et al., 1973), uma vez que produz um edema maximo em 3 h,
associado com a ativacdo da via ciclooxigenase e é sensivel aos glicocorticoides e
antagonistas da sintese das prostaglandinas (DiRosa et al., 1971).

Nas concentracfes de 30, 50 e 100 mg/kg EB inibiu a inflamacao induzida por
carragenina em 43,5, 29,6 e 48,3% respectivamente, comparados com o controle negativo,
enguanto os controles positivos dexametasona, piroxicam e indometacina inibiram 74,5, 55,3
e 76%, respectivamente (figura 4A). CfeLL nas concentracdes de 30, 50 e 100 mg/kg
apresentou inibicdo de 25,8%, 25,1% e 46,4%, respectivamente (figura 4B). De acordo com
Kelly et al. (2007) ha um crescente otimismo de que a inibi¢do do recrutamento de leucdcitos
pode impedir a inflamag&o inapropriada. Assim, a procura por medicamentos que atuam sobre
a migracdo celular pode ser de grande interesse. Carvalho et al. (1996) efetuaram estudos
antiinflamatérios em ratos, com um extrato de C. ferrea em agua, usando indugdo por

carragenina e observaram revelaram que o0 extrato reduziu a formacdo de edemas
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significativamente nos primeiros momentos. Os estudos efetuados com EB e CfelLL
mostraram gque nas doses mais elevadas houve uma significativa acdo antiinflamatoria, muito
préximo do potencial antiinflamatério da dexametasona.

A inducdo da dor por acido acético ocasiona dor viceral e envolve diferentes
mecanismos nociceptivos, como a liberacdo de metabdlitos do &cido araquiddnico via
ciclooxigenase e biosintese de prostaglandinas, mecanismos opioides, receptores peritoneais
locais e mediadores relacionados a acetilcolina e histamina, além disso, de mediadores do
sistema simpatico (Collier et al., 1968; Takahashi e Paz, 1987; Duarte et al., 1988; Franzotti et

al., 2000; Park et al., 2005; Koo et al., 2006).

Figura 4: Atividade Antiinflamatoria de EB (A) e de CfeLL (B)
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Os ensaios efetuados com EB nos estudos de analgesia mostraram que para as
doses de 30, 50 e 100 mg/kg houve uma atividade analgésica de 63,4, 57,5 e 58,
respectivamente (figura 5A) respectivamente, enquanto que CfeLL (figura 5B) apresentou
atividade analgésica de 53,5 e 33,7% para as doses de 30 e 50 mg/kg, respectivamente, ambos

em relagcdo ao controle negativo. A dipirona (150 mg/kg), controle positivo apresentou
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analgesia de 72,6%. Os resultados mostraram que a atividade analségica de EB e CfelLL
foram superiores nas dosagens mais baixas, demonstrando que uma baixa quantidade da droga
é suficiente para resultar no efeito analgésico. Na concentracdo de 30 mg/kg CfeLL e
principalmente EB apresentaram analgesia proxima aos valores da dipirona. Além da
necessidade de baixas doses as preparacOes lectinicas apresentam o beneficio de serem
obtidas de um produto natural.

A purificacdo de CfeLL, lectina obtida por um método eficiente, com apenas uma
etapa de purificacdo e com baixo custo para a sua eluicdo; estavel a variagdes de temperaturas
e pH, abre caminhos para sua utilizacdo em diferentes aplica¢6es biologicas, uma vez que 0s
resultados obtidos nos estudos de atividade antitumoral, antiinflamatoria e analgésica
revelaram o seu potencial como molécula biologicamente ativa, possibilitando novas

perspectivas para o uso das folhas de C. ferrea, planta bastante utilizada na medicina popular.

Figura 5: Efeito analgésico de EB (A) e de CfeLL (B)
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CONCLUSOES

- Uma lectina da folha da C. ferrea (CfeLL) foi purificada através de
cromatografia em coluna de quitina a partir do extrato bruto (EB) por um protocolo simples;

- CfeLL aglutina tanto eritrocitos de coelho quanto de humanos, ndo necessita dos
fons Ca*" e Mg®* para exercer sua atividade; é resistente a temperatura e sensivel a faixa de
pH entre 8,0 e 9,5, possui afinidade para N-acetil-D-glicosamina e glicoproteinas, sendo uma
proteina basica;

- EB e CfeLL possuem atividade antitumoral ao tumor sarcoma-180;

- EB e CfeLL reduziram o numero de leucdcitos presentes na inflamacao induzida
por carragenina, indicando uma atividade antiinflamatdria significativa;

- EB e CfeLL apresentaram significativa atividade analgésica.
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INSTRUCOES PARA AUTORES DO PERIGDICO REVISTA BRASILEIRA

DE FARMACOGNOSIA.
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cientificos originais, revisdes e divulgacdes escritos em Portugués, Espanhol ou Inglés. O
contelido dos trabalhos € de total responsabilidade do(s) autor(es), e ndo reflete
necessariamente a opinido do Editor Chefe ou dos membros do Conselho Editorial.

1.3 A Revista Brasileira de Farmacognosia submetera todos os manuscritos
recebidos a analise de consultores ad hoc, cujos nomes permanecerdo em sigilo e que terdo a
autoridade para decidir sobre a pertinéncia de sua aceitacdo, podendo inclusive, reapresenta-
los ao(s) autor(es) com sugestdes para que sejam feitas alteracdes necessarias e/ou para que
0S mesmos sejam adequados as normas editoriais da revista.

1.4 Toda idéia e conclusdo apresentadas nos trabalhos publicados séo de total
responsabilidade do(s) autor(es), e ndo reflete necessariamente a opinido do Editor Chefe ou
dos membros do Conselho Editorial.

1.5 Todos artigos envolvendo estudos com humanos ou animais deverao ter
Pareceres dos Comités de Etica de Pesquisa em Seres Humanos ou em Animais das
institui¢des a que pertencem os autores, autorizando tais estudos.

1.6 Todo material vegetal utilizado na pesquisa descrita no trabalho deve ter a
indicacdo do seu local de coleta (inclusive coordenadas obtidas por GPS, se possivel), o pais
de origem, o responsavel pela identificacdo da espécie e a localiza¢do da exsicata. Os
autores devem estar preparados para fornecer evidéncia documental de que a aprovacéao para
a coleta foi concedida pela autoridade apropriada no pais de origem.

2. NORMAS PARA A ELABORACAO DAS CONTRIBUICOES

2.1 Os autores devem manter uma cdpia (eletrdnica e impressa) do manuscrito
submetido, para o caso de possivel perda ou danos causados ao original enviado a revista.

2.2 As Figuras (fotografias, graficos, desenhos, etc.) deverdo ser apresentadas
em folhas separadas e numeradas consecutivamente em algarismos arabicos. As respectivas
legendas deverdo ser claras, concisas, sem abreviaturas e localizadas abaixo das figuras.
Suas respectivas posi¢des no texto deverdo ser indicadas, preferentemente, logo apds sua
citacdo no corpo do trabalho. No caso de fotografias ou desenhos feitos a méo livre, estes
deverdo ser colocados em envelopes a parte, em perfeito estado e devidamente identificados
no verso, a lapis.

2.3 As Tabelas e os Quadros deverdo ser apresentados em folhas separadas e
numerados consecutivamente em algarismos arabicos. As tabelas (dados numéricos) nao
podem ser fechadas por linhas laterais. As respectivas legendas deverdo ser claras, concisas,
sem abreviaturas e localizadas na parte superior dos mesmos. Deverdo ser indicados 0s
locais aproximados no texto, onde as tabelas e os quadros serdo intercalados,
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preferentemente, logo apds sua citagdo no corpo do trabalho.

3. FORMATACAO DO TEXTO E CONTEUDO DO TRABALHO

3.1 Os originais deverdo ser redigidos e digitados em folhas de papel tamanho
A4 ou carta, espago duplo, fonte tipo Times New Roman, tamanho 12, com texto justificado,
margem de 2cm em cada um dos quatro lados, e perfazendo o total de, no maximo, 15 e, no
minimo, 5 péginas, incluindo figuras, tabelas e quadros.

3.2 Titulo e subtitulo: Deverdo estar de acordo com o contetdo do trabalho,
levando em conta 0 &mbito e objetivos da Revista. Estes deverdo estar escritos em caixa
baixa, negritados, fonte tipo Times New Roman, tamanho 14. Para os trabalhos redigidos
nas linguas Portuguesa e Espanhola, providenciar também versao do titulo para a lingua
Inglesa, o qual acompanhara o Abstract.

3.3 Autores: Os nomes dos autores devem vir abaixo do titulo, centralizados.
O nome e os sobrenomes devem aparecer na ordem correta, sendo obrigatério que o
primeiro (nome) e o Gltimo (sobrenome) apare¢am por extenso (ex. Carlos N.U. Silva ou
Carlos N. Ubiratan Silva). No caso de varios autores, seus nomes deverao ser separados por
virgulas.

3.4 Filiag8o dos autores: Apds o nome de cada autor devera constar um
namero Arébico, sobrescrito, que indica sua instituicdo de procedéncia e, devera aparecer
logo abaixo da nominata dos autores, também centralizado e com enderegos completos,
inclusive o CEP da cidade. Deve-se assinalar o nome do autor principal com um asterisco
sobrescrito, para o qual toda correspondéncia devera ser enviada. O endereco eletrnico,
telefone e fax do autor principal aparecerdo na primeira pagina do trabalho como uma nota
de rodapé.

3.5 Resumo em portugués: Deverd apresentar concisamente o trabalho
destacando as informacdes de maior importancia, expondo metodologia, resultados e
conclus@es. Permitira avaliar o interesse pelo artigo, prescindindo de sua leitura na integra.
Dever-se-a dar destaque ao Resumo como topico do trabalho (maximo de 200 palavras).

3.6 Unitermos: Deverdo identificar/representar o contetdo do artigo.
Observar o limite méximo de 6 (seis). Sdo importantes para levantamentos em banco de
dados, com o objetivo de localizar e valorizar o artigo em questdo. Deverdo vir separados
por virgula.

3.7 Abstract: Os trabalhos redigidos nas linguas Portuguesa e Espanhola
devem vir acompanhados também da versdo do resumo para a lingua Inglesa. Evitar
traducdes literais. Quando ndo houver dominio deste idioma, consultar pessoas qualificadas.
O Abstract deve ser encabegado por versdo do titulo na lingua inglesa.

3.8 Keywords: Unitermos em inglés. Também em nlimero méximo de 6 (seis)
e separados por virgula.

3.9 Introdugdo: Deverd estabelecer com clareza o objetivo do trabalho e sua
relagdo com outros trabalhos na mesma area. Extensas revisdes da literatura deverdo ser
substituidas por referéncias a publica¢fes mais recentes, onde estas revisdes tenham sido
apresentadas e estejam disponiveis.

3.10 Material e Métodos: A descricdo dos materiais e dos métodos usados
devera ser breve, porém suficientemente clara para possibilitar a perfeita compreenséo e a
reproducdo do trabalho. Processos e técnicas ja publicados, a menos que tenham sido
extensamente modificados, deverdo ser referenciados por citacao.

3.11 Resultados: Deverdo ser apresentados com 0 minimo possivel de
discussao ou interpretacdo pessoal e, sempre que possivel, ser acompanhados de tabelas e
figuras adequadas. Os dados, quando pertinentes deverdo ser submetidos a uma analise
estatistica.

3.12 Discussdo: Devera ser restrita ao significado dos dados obtidos e
resultados alcancados, evitando-se inferéncias ndo baseadas nos mesmos. Opcionalmente,
Resultados e Discussdo poderdo ser apresentados hum Gnico item.

3.13 Agradecimentos: Este item é opcional e devera vir antes das Referéncias
Bibliogréficas.

4. REFERENCIAS

A formatacéo das referéncias deve ser padronizada em conformidade com as
exigéncias da revista, como é mostrado abaixo:

4.1 Referéncia dentro do texto:

- No inicio da citacdo: autor em caixa baixa, seguido do ano entre parénteses.
Ex. Pereira (1999).
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- No final da citacdo: autor em caixa baixa e ano - ambos entre parénteses. EX.
(Silva, 1999) ou (Silva; Souza, 1998) ou (Silva; Souza; Dias, 2000) ou (Silva et al., 1999) ou
(Silva et al., 1995a,b).

- Citacéo textual: colocar, também, a pagina . Ex. (Silva, 1999, p.24)

4.2 As Referéncias Bibliograficas serdo ordenadas alfabeticamente pelo
sobrenome do primeiro autor, em caixa baixa e em ordem crescente de data de publicacéo.
Deve-se levar em consideragdo as seguintes ocorréncias:

4.2.1 Revista:

Seré utilizado a abreviatura do periodico, em italico, definida no Chemical
Abstracts Service Source Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura
autorizada de um determinado periddico ndo puder ser localizado e ndo for 6bvio como o
titulo deve ser abreviado, deve-se citar o titulo completo.

- Vargas TOH 1996. Fatores climaticos responsaveis pela morte de borboletas
na regido sul do Brasil. Rev Bras Assoc Entomol 11: 100-105.

No caso especial da revista citada nao ser de facil acesso, é recomendado citar
0 seu nimero de Chemical Abstracts, como segue:

-Qu W, LiJ, Wang M 1991. Chemical studies on Helicteres isora L.
Zhongguo Yaoke Daxue Xuebao 22: 203-206, apud Chemical Abstracts 116: 124855r.

Numa citacdo de citagdo, colocar o nome das fontes em italico.

- Wax ET 1977. Antimicrobial activity of Brazilian medicinal plants. J Braz
Biol Res 41: 77-82, apud Nat Prod Abs 23: 588-593, 1978.

4.2.2 Livro:

- Costa AF 1996. Farmacognosia. Lisboa: Calouste Gulbenkian.

4.2.3 Capitulo de livro:

- Farias CRM, Ourinho EP 1999. Restauracéo dentéria. In: Goldaman, G.T.
(org.) A nova odontologia. 5.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, p.95-112.

4.2.4 Tese e Dissertagao:

- Lima N 1991. Influéncia da acéo dos raios solares na germinacéo do nabo
selvagem. Campinas, 755p. Tese de Doutorado - Faculdade de Ciéncias Agrérias,
Universidade Estadual de Campinas.

- Romero MAYV 1997. Estudo quimico de Brunfelsia hopeana Benth e do
mecanismo de acdo da escopoletina. Jodo Pessoa, 119p. Dissertacdo de Mestrado -
Programa de P6s-Graduagdo em Produtos naturais, Universidade Federal da Paraiba.

4.2.5 Congressos:

- Thomas G, Selak M, Henson PM 1996. Estudo da fracdo aquosa do extrato
etandlico das folhas de Cissampelos sympodialis em neutr6filos humanos. X1V Simpdsio de
Plantas Medicinais do Brasil. Floriandpolis, Brasil.

4.2.6 Patentes:

Devem ser identificadas conforme modelo abaixo e na medida do possivel o
ntmero do Chemical Abstracts deve ser informado.

- Ichikawa M, Ogura M, Lijima T 1986. Antiallergic flavone glycoside from
Kalanchoe pinnatum. Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 61,118,396, apud Chemical Abstracts
105: 178423q.

4.2.7 Paginas Internet:

- http://www.mobot.org, acessada em maio de 2006.

5. CUSTOS

A Revista custeard integralmente os trabalhos de até 15 paginas, incluindo
tabelas e figuras. Acima deste nimero de péginas, as despesas correrdo por conta do(s)
autor(es). Na versdo impressa ndo serdo publicados fotografias coloridas porque fica
bastante dispendioso financeiramente, a ndo ser que o(s) autor(es) custeiem sua publicacéo,
independente do numero de péginas do trabalho. Entretanto, quando um trabalho contiver
Figura(s) colorida(s) serdo produzidos dois arquivos, um para impressdo (Grafica) em preto-
e-branco e outro para Web, colorido, que ficara disponibilizado na Home Page do Scielo e
no site da revista.
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Envio de manuscritos

Os trabalhos deverao ser enviados, inicialmente, em trés copias impressas,
utilizando-se o programa Word for Windows. Quando da aceitacdo do trabalho, ap6s as
devidas correcdes, deverao ser enviados um CD contendo o arquivo do trabalho e uma copia
impressa. Toda correspondéncia dever ser enviada ao Editor-Chefe da Revista, conforme
endereco abaixo:

Revista Brasileira de Farmacognosia
Prof. José Maria Barbosa Filho - Editor Chefe
Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica
Universidade Federal da Paraiba
Caixa Postal 5072
58051-970, Jodo Pessoa - PB - Brasil

Na carta de encaminhamento € solicitado a indicacéo de cinco provaveis
referees, de outras institui¢des, com seus enderecos postais e eletronicos. A qualificacdo do
trabalho serd atestada por, no minimo, dois consultores, indicados pela Editoria.
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