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RESUMO

GRANGEIRO, A.R.S. Avaliagdo do Potencial Toxicologico e Farmacologico do Extrato
Etandlico das Folhas de Caesalpinia echinata Lam. Dissertacdio em Ciéncias
Farmacéuticas/UFPE. Recife, 2009.

Caesalpinia echinata Lam, popularmente conhecida como pau-brasil ou pernambuco, ¢ uma
arvore considerada de valor histérico e economico. O objetivo deste trabalho foi investigar a
toxicidade aguda e as atividades antinociceptiva, antiinflamatoria e antitumoral frente ao
Sarcoma 180 do extrato bruto etanélico das folhas de Caesalpinia echinata Lam. A toxicidade
aguda foi avaliada através da metodologia da Organizagdo para Cooperagdao EconoOmica e
Desenvolvimento (OECD 423), que preconiza administrar, a grupos de trés animais, doses
seqlienciais menores a partir da maxima de 2000 mg/kg. Para as atividades farmacologicas,
foram utilizados dois modelos de nocicepc¢do: contor¢des abdominais induzidas por acido
acético e teste da formalina e para a atividade antiinflamatéria, o modelo do edema de pata
induzido por carragenina. Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus),
fémeas em todas as atividades, com exce¢do da avaliagao da atividade antiinflamatoéria em
que foram utilizados ratos adultos Wistar (Ratus norvegicus), fémeas. Para o teste das
contor¢des abdominais, os animais receberam de acido acético 2 % (0,1 mL/10g) por via
intraperitoneal. O nimero de contor¢des foi observado por 20 minutos, 5 minutos apos a
injecdo de acido acético. Para o teste da formalina, foi injetada 20 pL de formalina 2,5% no
espago subplantar da pata direita de camundongos. Logo apds a injecdo, os animais foram
observados individualmente e a duragdo da lambida foi determinada no periodo de 0 a 5
minutos (1* fase) e 15 a 30 minutos (2* fase) apos aplicagdo. No teste de edema de pata foi
aplicado 0,3 mL de carragenina (1%) na pata direita dos animais. Na avaliacdo da atividade
antitumoral foi utilizada a metodologia de Stock para indug¢do do Sarcoma 180. Para todos os
testes foram usadas doses de 100, 200 e 300mg/kg do extrato etandlico de C. echinata (grupos
tratados), o grupo controle recebeu solucdo salina, ¢ o padrao, acido acetilsalicilico
(100mg/kg) para contorgdes; morfina (10mg/Kg) para formalina, indometacina (20mg/Kg)
para o edema de pata e metotrexato (5Smg/kg) para atividade antitumoral, todos por via oral. O
extrato reduziu o niimero de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético, chegando a
inibir em 65,8% na maior dose testada. No teste da formalina, o extrato reduziu de forma
estatisticamente significativa ambas as fases do tempo de lambida, sendo esta redu¢do mais
expressiva na segunda fase. Com relacdo a atividade antiinflamatoria, entretanto, nao
apresentou resultados significativos no modelo utilizado. Na avaliagdo da atividade
antitumoral, o extrato demonstrou redugdo significante nos pesos dos tumores e discretas
alteragcdes microscopicas, com indice de inibigdo tumoral na maior dose de 99,4%. Com base
nos resultados, pode-se concluir que o extrato metanolico C. echinata apresentou baixa
toxicidade, por via oral. Além disso, demonstrou possuir notada atividade antinociceptiva e
antitumoral, nos protocolos testados. Com relacdao a atividade antiinflamatoéria, entretanto, o
referido extrato ndo demonstrou possuir atividade. Outros ensaios devem ser realizados afim
de elucidar o exato mecanismo dessas agdes.

Palavras-chave: Caesalpinia echinata Lam.. Pau-brasil. Atividade antinociceptiva. Atividade
antiinflamatoéria. Atividade antitumoral.



ABSTRACT

GRANGEIRO, A.R.S. Evaluation of the Toxic and Farmacologic Potencials of the ethanolic
extract from Caesalpinia echinata Lam. Dissertation in Pharmaceutical Sciences/UFPE.
Recife, 2009.

Caesalpinia echinata Lam, popularly know as “pau-brasil” or “pernambuco”, is a tree with
considerable historic and economic values. The objective of this work was to investigate the
acute toxicity and the antinociceptive and antiinflammatory activities, and also the antitumor
activity against Sarcoma 180, of the ethanolic crude extract from the leaves of Caesalpinia
echinata Lam. The acute toxicity was measured by the Organisation for Economic
Cooperation and Development guideline (OECD 423), that profess to manage continuous
lowers doses starting with the maximum dose of 2000mg/kg to groups with three animals
each. For the farmacological activities, it was used two models of noception: abdominal
contortions induzed by acetic acid and formaline test, and for the anti-inflammatory activity, it
was used the paw edema induzed by carragenan model. All activities used female albino
Swiss mouses (Mus musculus), except the antiinflammatory activity, that used female adult
rats (Rattus norvegicus). For the abdominal contortions test, the animals received the acetic
acid 2% (0,1mL/10g) by intraperitoneally route. The number of contortions was observed for
20 minutes, five minutes after the injection of the acetic acid. For the formaline test, it was
injected 20uL of formaline 2,5% in the right paw of the mouses. Right after the injection, the
animals were observed individually and the duration licking time was determinate in times 0
to 5 minutes (first phase) and 15 to 30 minutes (second phase) after the aplication. At the paw
edema test, it was administrated 0,3mL of carragenan (1%) in the right paw of the animals.
For the evaluation of the antitumor activity, it was used the Stock methodology for induction
of the Sarcoma 180. For all tests were used doses of 100, 200 and 300mg/kg of the ethanolic
extract from C. echinata (test groups). The control group received saline solution, and the
standard group received acetilsalicilic acid (100mg/kg) for the contortions test; morphine
(10mg/kg) for the formaline test, indomethacin (20mg/kg) for the paw edema test, and
metotrexate (Smg/kg) for the anti-tumor activity, all by oral route. The extract reduced the
number of abdominal contortions induced by acetic acid, inhibiting up to 65,8% at the highest
tested dose. At the formaline test, the extract statistically significative reduced both phases of
licking time, and this reduce were more expressive at the second phase. Regarding to the
antiinflammatory activity, however, it was observed no significative results in the model used.
At the evaluation of the antitumor activity, the extract shown significative reduce in the
tumors weight and discrete microscopic chances, with tumor inhibition rates in the highest
does of 99,4%. Based on this results, it was conclude that the ethanolic extract of C. echinata
shown low toxicity, by oral route. Besides, it shown have good antinociceptive and antitumor
activities, in the protocols tested. Regarding to the anti-inflammatory activity, however, the
extract show no activity. Others assays must be realized with the objective to elucidate the
exact mechanism of these actions.

Key-words:  Caesalpinia  echinata  Lam. Pau-brasil.  Antinociceptive  activity.
Antiinflammatory activity. Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais no atendimento a saude ¢ tdo antiga quanto a
propria humanidade. Sabe-se atualmente que os povos primitivos sempre buscaram no reino
vegetal medicamentos para aliviar o sofrimento humano provocado por doengas ou acidentes.
Através da experimentacdo e da observagdo dos animais, que também buscam nos vegetais,
alivio para seus males, os povos de todos os tempos e todos os continentes produziram ao
longo da Histéria um saber importantissimo sobre as propriedades das plantas medicinais
(SILVA, 2003).

As primeiras descrigdes sobre plantas medicinais remontam as sagradas escrituras e ao
papiro de Ebers. Este documento, encontrado perto da piramide de Ramsés II, descreve 700
receitas utilizando-se drogas de natureza animal e vegetal. (ALONSO, 1999).

Hé 5000 anos ja era usada, na China, uma planta conhecida como Ma Huang, uma
espécie de éfedra. Hoje, a efedrina, obtida a partir da Ephedra sinica, ¢ consagrada pela sua
acdo antiasmatica, hipotensiva e anti-hemorragica. (PINTO et al, 2002)

No ano 78 d.C., o botanico grego Pedanios Dioscorides descreveu cerca de 600 plantas
medicinais, além de produtos minerais e animais no tratado De Materia Medica. Este tratado
permaneceu como fonte de referéncia por mais de catorze séculos (Robbers, Speedie, Tyler,
1996). Foi através da observacdo e da experimentacdo pelos povos primitivos que as
propriedades terapéuticas de determinadas plantas foram sendo descobertas e propagadas de
geracdo em geragdo, fazendo parte da cultura popular. (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006)

O i1solamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comegou a acontecer no
século XVIII. Este século, juntamente com o XIX, caracterizaram-se pelos trabalhos de
extragdo, principalmente de acidos organicos e de alcalides. E desta época o isolamento da
morfina, quinina e estriquinina (PINTO et al, 2002).

No século XX, o surgimento dos antibidticos produzidos por fermentacao microbiana
aliado ao desenvolvimento marcante de farmacos sintéticos produzidos pela industria
farmacéutica, logo depois da II Grande Guerra, foram causas marcantes do declinio do uso de
plantas medicinais e, subsequentemente, do investimento de farmacos de origem vegetal
(MONTANARI; BOLZANI, 2001).

A partir dos anos 1980, entretanto, os avancos técnicos ¢ o desenvolvimento de novos
métodos de isolamento de substincias ativas a partir de fontes naturais, permitiram maior

rapidez na identificagdo de extratos vegetais, ressurgindo o interesse pela pesquisa destas
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substancias como prototipos para o desenvolvimento de novos farmacos (MARQUES, 1999;
TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

A fitoterapia brasileira, assim como a de todo mundo, encontra-se em processo de
ampla expansdo. A utilizacdo de plantas, no Brasil, com propositos curativos teve sua origem
inicialmente na cultura indigena, posteriormente através dos conhecimentos trazidos da Africa
pelos negros e, finalmente, por meio dos imigrantes. Em todas as regides, o uso de plantas
medicinais nas suas mais diversas formas, tornou-se uma pratica comum, desenvolvida por
todas as camadas da sociedade, especialmente pelas populacdes submetidas a privagdes
sociais e economicas (MELO, 1991).

A utiliza¢do de produtos naturais como matéria-prima para a produgdo de substancias
com atividade bioldgica, especialmente os fArmacos, tem sido extensamente relatada ao longo
dos anos (SIMOES, et al, 1999). Desta forma, as plantas medicinais constituem uma fonte
renovavel de onde podem ser obtidos novos e eficazes medicamentos (DI STASI, 1995).

E muito expressivo o nimero de medicamentos disponiveis na terapéutica moderna
desenvolvidos a partir de plantas medicinais, como por exemplo: a escopolamina (sedativo),
quinina (antimalarico), eugenol (analgésico topico), cafeina (estimulante do sistema nervoso
central), azadiraquitina (fagorepelente), morfina (analgésico), reserpina (tranquilizante), entre
outros. (SHU, 1996;PHILLIPSON, 2001).

Neste sentido, os produtos naturais tém contribuido fortemente no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas através de seus metabolitos secundarios. Estes sdo conhecidos
por atuar de forma direta ou indireta no organismo, podendo inibir ou ativar importantes alvos
moleculares e celulares (CALIXTO et al, 2003).

Os dados existentes na literatura sobre a atividade bioldgica de plantas preconizadas
pela populagdo, todavia, sao insuficientes para garantir sua qualidade, eficacia e seguranga.
Além disso, as plantas contém milhares de constituintes dos quais alguns apresentam relativa
toxicidade (CALIXTO, 2000).

Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a
toxicidade de plantas medicinais e dos fitoterapicos pode parecer trivial. Isto, entretanto, nao ¢
verdade. O emprego das plantas medicinais de acdo supostamente inofensiva a saude pode
muitas vezes ser responsavel por resultados desastrosos, j& que, ocasionalmente uma mesma
planta pode apresentar tanto uma agao terapéutica quanto toxica, conforme dosagem e modo
de preparo. A toxicidade de plantas medicinais ¢ um problema sério de saude publica

(GOMES et al., 2001).
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Com base nisso, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos foi
aprovada por meio do Decreto N° 5.813 de 22 de Junho de 2006, estabelecendo diretrizes e
linhas prioritarias para o desenvolvimento de agdes em torno de objetivos comuns voltados a
garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos no Brasil,
incentivando o desenvolvimento de tecnologias e o uso sustentavel da biodiversidade
brasileira (BRASIL, 2006a).

A humanidade, ao longo do tempo selecionou apenas cerca de 300 plantas para a
alimentagdo e, de um pouco mais de uma centena, obteve principios ativos puros para o
tratamento de doencas. Estes niimeros sdo bem modestos quando se estd diante de um
universo de aproximadamente 250.000 espécies de plantas superiores (PINTO et al, 2002).

Caesalpinia sp. ¢ um género bastante estudado em todo o mundo. No Brasil,
entretanto, sua utilizagdo medicinal bem como suas propriedades ainda ndo sdo muito
difundidas. Algumas espécies pertencentes a esse género sdo conhecidas por apresentarem
atividade antifingica, antioxidante, analgésica e antiinflamatdria, entre outros (JUN et al,
2008).

Dentre as espécies que pertencem ao género Caesalpinia sp., destaca-se na flora
brasileira a espécie Caesalpinia echinata Lam, de elevado interesse historico e econdmico.
Recentemente, estudos demonstraram que a mesma possui significativa atividade antitumoral.
Entretanto, de acordo com Aguiar e Barbosa (1985) sdo raros os estudos acerca dessa espécie.

Nesse sentido, a comprovacao das propriedades terapéuticas das plantas, através de
recursos laboratoriais, representa a sintese dos conhecimentos empiricos e cientificos (MELO,

1991).



16

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caesalpinia echinata Lam.

2.1.1 Aspectos historicos

Caesalpinia echinata Lam., é a 4rvore nacional de acordo com a Lei n. 6.607 de
07/12/1978 e, trés de maio - dia do Pau-brasil. Trata-se de espécie da Mata Atlantica, que na
época do descobrimento era abundante no litoral brasileiro, principalmente no trecho do Rio
de Janeiro, Bahia e Pernambuco (AGUIAR & PINHO, 2007).

Em 1550, quando navegadores portugueses chegaram na América do Sul, no que hoje
¢ a costa brasileira, encontraram uma densa floresta rica em uma arvore utilizada pelos indios
como fonte de um pigmento vermelho. Os portugueses concluiram que essa arvore era muito
similar a uma que eles transportavam da Asia e chamaram-na de pau-brasil (DEFILIPPS,
1998).

O pau-brasil substituia assim a Caesalpinia sappan L. da Asia, que também produzia
tinta vermelha, porém de qualidade inferior (SODRE, 1985).

No inicio da colonizagdo brasileira, século XVI, iniciou-se a extra¢do, o comércio € o
trafico da madeira de pau-brasil, constituindo-se o primeiro ciclo econdmico da colonia. A
espécie era utilizada na construcgdo civil e naval, e o principal interesse era para extracdo do
corante encontrado em seu cerne, a brasilina. (ROCHA 2004).

Segundo Rizzini & Mons (1976), a brasilina ao entrar em contato com o ar passa por
uma auto-oxidagdo e transforma-se em brasileina, a matéria corante vermelha. Era utilizada
no tingimento de tecidos de algoddo, penas e como tinta para maquinas de escrever (ROCHA,
2004).

Em 1785, Lamarck assinalou que a tinta servia para pintar ovos de pascoa e pasta de
escovar dentes. Ainda se produzia um composto para pintar o rosto das mulheres, atualmente
conhecido por “rouge”. Esta tinta, procedente do pau-brasil, foi largamente utilizada durante
quase quatro séculos. Na segunda metade do século XIX foi substituida pelos corantes
oriundos da industria da anilina. (LAMARCK apud AGUIAR & PINHO, 2007).

O declinio do comércio do pau-brasil deu-se a partir de meados do século XIX com a
sintese do primeiro corante artificial em 1856, a malveina, por William H. Perkin. Desde
entdo, seguiu-se uma intensa atividade industrial para a obtengdo de corantes artificiais, da
qual resultou a sintese da brasilina (Figura 1.1), o pigmento do pau brasil, por Robert

Robinson (AGUIAR & PINHO, 2007).
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Figura 1: Formula estrutural da brasilina (1), precursora da brasileina (2)

Apesar de sua derrubada ser autorizada em apenas casos especiais (Portaria 113/95 do
IBAMA) sua extracao ilegal por fazendeiros, madeireiros e lenhadores continua ocorrendo
com grande freqiiéncia. O novo surto de exploracdo do pau-brasil esta relacionado com o fato
de sua madeira produzir os melhores arcos de violino do mundo. Seu uso inclui ainda a
fabricacdo de moveis, objetos de artesanato, na construgdo civil e naval. (CARVALHO, 1994;
BUENO, 2002).

Ainda hoje, embora em pequena escala, ha exportacdo da madeira do pau-brasil para o
exterior, principalmente para Alemanha. Essa exportacao chegou a ordem de 50 toneladas por

ano na década de 70 (NERY, 1979).

2.1.2 Aspectos Botanicos

A ordem Fabales contém aproximadamente 18.860 espécies, distribuidas em 3
familias: Poligalaceae, Surianaceae e Fabaceae (JUDD et al., 1999).

Na familia Fabaceae, trés subfamilias podem ser reconhecidas: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Faboideae (JUDD et al., 1999; DOYLE et al., 2000).

Na subfamilia Caesalpinioideae, encontra-se o género Caesalpinia, que contém um
total de 120 espécies, dentre elas C. echinata, C. ferrea e C. pyrimidalis. Trata-se de um
género importante devido ao seu alto interesse historico, economico, ecologico (ZAIA, 2004).

Caesalpinia echinata Lam (Figura 2), ou “pau-brasil,”tem ocorréncia natural desde o
Estado do Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro, numa extensa faixa de 3.000 km. E uma
arvore que cresce tipicamente em floresta primaria densa, sendo raramente encontrada em
formacdes secunddrias; atualmente hd poucos exemplares de pau-brasil ocorrendo
naturalmente nos estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Alagoas, Pernambuco e

Rio Grande do Norte (ROCHA, 2004).
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Figura 2- Visao geral de Caesalpinia echinata Lam.

O caule do pau-brasil (Figura 3A) atinge até 30 m de altura e 40 a 60 cm de didmetro
em condi¢des naturais, porém quando cultivado, dificilmente ultrapassa 15 m, com didmetro
de 20 a 40 cm (Aguiar & Pinho 1996). Apresenta casca pardo-acinzentada e com muitos
actleos (Figura 3B) que diminuem sensivelmente com a idade da planta. A madeira do cerne
(Figura 3C) ¢ castanho-avermelhada e alburno fino de coloracdo amarelada (AGUIAR &

PINHO 2007).
b S . i

Figura 3 - Caesalpinia echinata Lam. A: Caule; B: tronco com actileos e C: corte transversal

mostrando o cerne vermelho. Fonte: (AGUIAR & PINHO, 2007).

As folhas do pau-brasil caracterizam-se como alternas, compostas, bipinadas
(subdividida em pinas e estas em foliolos), de foliolos ovais e pequenos, formando folhagem

densa verde-escura brilhante (AGUIAR & PINHO, 1996).
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Figura 4 - Folhas de Caesalpinia echinata Lam.
As flores estdo reunidas em inflorescéncia do tipo cacho simples, com pétalas de
coloracdo amarelo-ouro; sendo que uma delas, denominada vexilo ou estandarte, possui
coloragdo vermelho-pirpura, o que proporciona as flores carater bastante ornamental

(AGUIAR, 2001).

Figura 5 - Inflorescéncia de Caesalpinia echinata com botdes florais e flores em diferentes

estagios de desenvolvimento.

Seus frutos sdo do tipo vagem, possuindo deiscéncia explosiva e sdo totalmente

recobertos por aculeos que se formam logo apds a floragio (CARVALHO, 1994).
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Figura 6 — Fruto de C. echinata Lam

A semente do pau-brasil (Figura 7) ¢ achatada, eliptica, lisa de 1 a 1,5 cm de didmetro

por 0,3 cm de espessura, de 2 a 4 por fruto (AGUIAR et al. 2007).

Figura 7 — Sementes de Caesalpinia echinata Lam.

2.1.3 Aspectos fitoquimicos

O estudo fitoquimico da casca do vegetal demonstrou abundante presenga de taninos
(SILVA, 2001). A investigacdo do lenho do vegetal demonstrou a presenga de ligninas,
polimero de trés alcoois: pcoumaril, siringil e sinapil, este polimero estd presente em 20-30%
da parede celular da madeira e lhe confere rigidez e durabilidade, e pode ser responsavel pelas
propriedades vibracionais da madeira, explicando seu emprego na fabricagdo de arcos de
violino (FUKUSHIMA; FUZETO, 2003). Contudo, o principal constituinte do extrato bruto
desta parte do vegetal ¢ sem duvida a brasilina (OLIVEIRA et al, 2002).

Rezende e cols. (2004) em estudo de identificacdo dos componentes quimicos das
flores e folhas do pau-brasil, encontraram o E-beta-ocimeno como constituinte majoritario
(57,2%) das flores, e o (E)-3— hexeno-1-o0l (30,8%), como principal componente das folhas.

Dessa forma a classe de metabdlitos mais bem representada foi a dos compostos fenolicos.
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Foram identificados ainda por CGAR-EM alguns monoterpenos, acidos carboxilicos e ésteres,
os ultimos de estrutura relacionada ao alcool insaturado majoritario como o acetato e o
butirato de (£)-3- hexenoila e o acido (Z)-3-hexendico.

Derivados fendlicos C6-C3 e furanoditerpenos sdo os metabolitos secundarios mais
observados em espécies do género Caesalpinia. Estudos etnobotanicos levaram a investigacao
da atividade farmacoldgica de algumas destas espécies, onde foi evidenciada a atuagdo da
brasilina como inibidor da peroxidacao lipidica e como modulador de fun¢des imunologicas,
propriedades associadas ao poder antioxidante resultante do nucleo catecolico presente
(PETER et al., 1998).

Em 2005, Luna e colaboradores relataram a presenca de fendis, flavononas, flavonas,
flavonoides, esterdides, triterpenos, antraquinonas € antronas no extrato etandlico das folhas

de C. echinata.

2.1.4 Aspectos etnobotinicos e farmacolégicos

De acordo com Ramalho (1978), a espécie Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) tem
sido pouco estudada para usos medicinais. Entretanto tem sido citada, embora raramente,
como de utilidade alopatica e homeopatica, sendo lembrada como remédio adstringente,
corroborante e secante, empregando-se a casca cozida, para debelar diarréias e disenterias e,
quando reduzida a po, a casca também possui aplica¢do no fortalecimento de gengivas.

Recentemente, estudos com esse vegetal demonstraram que a mesma possui
significativa atividade antitumoral. Entretanto, de acordo com Aguiar ¢ Barbosa (1985) sdo
raros os estudos acerca dessa espécie.

Segundo Luna e colaboradores (2005), o extrato etandlico das folhas de C. echinata
mostrou significativa atividade frente ao Aedes aegypti e a Artemia salina. O extrato etanolico
do caule do pau-brasil, apresentou uma atividade muito potente contra os ovos de
Biomphalaria glabrata.

Silva (2006), avaliando o extrato etanolico do cerne do pau-brasil, encontrou elevada

atividade antitumoral frente ao Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich.

2.2 A dor e seus mecanismos

A dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial ¢ emocional desagradavel,
associada a um dano tecidual potencial ou de fato, ou ainda descrita em termos que sugerem

tal dano (MERSKEY & BOGDUK, 1994).
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A sensacdo de dor tem um papel fisioldogico importante, funcionando como um dos
principais sintomas clinicos de alerta para a deteccdo de algo que ameace a integridade fisica
do organismo (CHAPMAN e GAVRIN, 1999).

No inicio do século vinte foi introduzido o termo nocicepcao (do latim Nocere,
“lesar”); fato importante uma vez que em modelos animais, a dor ¢ avaliada indiretamente
através da observacdo comportamental. O termo nocicep¢do refere-se apenas a parte
fisiologica da dor, sem levar em consideracdo os aspectos psicologicos que também
influenciam na percepcao final da dor. Dessa forma, modelos animais de dor sdo de fato
modelos de nocicepgdo (TJOLSEN et al, 1997).

O processo doloroso tem inicio nos nociceptores, os quais sdo receptores
morfologicamente diferenciados e estdo presentes nas terminagdes livres das fibras nervosas
aferentes (FURST, 1999). Eles sdo sensibilizados quando o estimulo ¢ potencialmente
perigoso, ou seja, excede uma determinada faixa considerada fisioldgica (estimulo indcuo)
(BURGESS et al., 1967; MILLAN, 1999).

Os nociceptores, localizados na porc¢ao distal dos neurdnios aferentes sensoriais
(neurénios de primeira ordem), estdo amplamente distribuidos na pele, vasos, musculos,
articulagdes e visceras (JULIUS & BASBAUM, 2001). Dividem-se em trés classes: os
mecanoceptores, sensiveis a estimulos mecanicos intensos; os termoceptores, sensiveis a
estimulos térmicos (acima de 45°C) e os nociceptores polimodais, sensiveis tanto a estimulos
mecanicos e térmicos quanto quimicos (TEIXEIRA et al., 1994; BESSON, 1999).

A estimulacdao dos nociceptores, que pode ocorrer devido a mudanca de temperatura
(estimulo nocivo térmico), diferenca osmotica ou distensdao do tecido (estimulo nocivo
mecanico), hipoxia ou lesdo tecidual seguida de inflamagdo (estimulo nocivo quimico),
promove uma liberagdo local de mediadores quimicos, tais como bradicinina, protons,
histamina, serotonina, metabolitos do acido araquidonico, ATP, adenosina, citocinas,
aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico, substancia P, neurotrofinas, bombesina, opidides,
somatostatina, acetilcolina, entre outros (GRIFFIS et al., 2006).

Estes mediadores interagem com nociceptores especificos conduzindo a propagacao
do sinal nociceptivo por alteragdo na permeabilidade da membrana da fibra nervosa gerando o
potencial de acdo (JULIUS & BASBAUM, 2001; GRIFFIS et al., 2006).

Os nociceptores transmitem as informagdes dolorosas para a medula espinhal através
das fibras sensoriais aferentes que podem ser de trés tipos: fibras AP, que sdo fibras

mielinizadas com diametro maior; fibras Ao, as quais sdo mielinizadas de didmetro médio; e
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fibras C, que sdo amielinicas e de didmetro pequeno. As fibras C constituem a maior parte das
fibras sensoriais (FURST, 1999; GRUBB, 1998; SHELLEY & CROSS, 1994).

Todas as fibras nociceptivas sensoriais primarias fazem conexdes sinapticas com
neurdnios secundarios na substancia cinzenta do corno dorsal da medula espinhal. Os
neurdnios do corno dorsal, por sua vez, projetam seus axonios e transmitem a informacao
nociceptiva para os centros encefalicos, incluindo a formacao reticular, hipotdlamo e tdlamo
(MILLAN, 1999; ALMEIDA et al., 2004).

O tdlamo desempenha um papel fundamental na integracdo do impulso doloroso. A
partir do talamo, neuronios de terceira ordem transmitem impulsos para o cortex cerebral,
onde ocorre o processamento que resulta em consciéncia da dor (FURST, 1999).

O critério mais simples de classificacao da dor continua sendo aquele que relaciona o
tempo de duracdo da mesma. A duracdo do episdédio de dor pode ser transitério, agudo ou
cronico. No processo cronico, a dor ¢ causada por um dano tecidual ou por uma patologia,
sendo também mantida por outros fatores metabolicos envolvidos que ndo os gerados no
inicio do processo doloroso. Na dor aguda ocorre dano e ativagao dos nociceptores na regiao
envolvida com a lesdo. No tipo transitorio, nao acorre qualquer dano tecidual, porém outros
fatores podem ativar os nociceptores (MILLAN, 1999).

A dor também pode ser classificada de acordo com os neurotransmissores e/ou tipo de
lesio em “neurogénica”, “neuropatica”, ‘“nociceptiva” ou “psicogénica” e estd
respectivamente, associada com lesdo neural, disfuncdo neural, ativagdo aumentada dos
nociceptores ou fatores psicoldgicos. Varias evidéncias sugerem que a hiperexcitabilidade e
descargas ectopicas dos aferentes nociceptivos primarios levam a hipernocicep¢ao (alodinia,
hiperalgesia ou dor espontanea) devido ao aumento da atividade de uma variedade de canais
ionicos (MILLAN, 1999).

2.3 Inflamacao

Inflamagao ¢ uma resposta a infecg¢do, antigenos ou lesdo tecidual e tem por fungao
erradicar os agentes microbianos ou irritantes e potencializar o reparo tecidual (FLOWER e
PERRETTI, 2005).

A reacao inflamatoria € caracterizada pela presenca de rubor (eritema), calor (aumento
de temperatura na regido inflamada), tumor (edema), dor e perda da funcdo do tecido afetado
(PEREIRA, 2004).

O rubor e o calor s3o o resultado de um aumento da circulagdo na area inflamada. O

tumor ¢ conseqiiéncia do aumento local do liquido intersticial e a dor depende do acumulo, no
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local, de substancias bioldgicas que atuam sobre as terminagdes nervosas. A perda da fungao
¢ a conseqiiéncia do somatério de varios fatores, especialmente do edema e da dor. Os sinais
cardinais se referem a inflamag¢des da superficie corpérea ou das articulagdes, porém,
inflamag¢des com as mesmas caracteristicas ocorrem em todos os tecidos e 6rgdos agredidos
(MONTENEGRO & FRANCO, 2004).

O processo inflamatério ¢ fundamental para defesa do organismo e tem por objetivo
localizar a regido afetada, eliminar o agente agressor e remover os tecidos degenerados,
preparando a regido acometida para a reparagao. Contudo, em algumas doengas, a resposta
inflamatoria torna-se exagerada, persistindo sem qualquer beneficio aparente (SILVA;
CARVALHO, 2004, SIQUEIRA; DANTAS, 2000).

A inflamagdo envolve, entre outros, a agdo do sistema complemento, sistema de
coagulagdo, resposta imunoldgica humoral e celular, citocinas, hormdnios, angiogénese e

processos de reparo (HAVSTEEN, 2002).

Os principais mediadores da inflamagdo sdo: histamina, eicosandides, fator de ativagdo

plaquetaria (PAF), bradicinina, 6xido nitrico, neuropeptideos e citocinas (RANG et al., 2005).

Os eicosanoides sao substancias derivadas de acidos graxos essenciais de 20 carbonos,
que contém trés, quarto ou cinco ligacdes duplas (dentre eles o acido araquidonico), e
compreendem as familias das prostaglandinas, leucotrienos e compostos relacionados. O
aumento da biossintese de eicosanodides ¢ regulado com precisdo e ocorre em resposta a
estimulos fisicos, quimicos e hormonais diversos. Sdo produzidos como produtos de varios
sistemas enzimaticos diferentes, incluindo as ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) ou
lipoxigenases ou citocromo P450s. Varios grupos de medicamentos, em especial os fArmacos
antiinflamatérios nao-esteroidais, tém seus efeitos terapéuticos atribuiveis ao bloqueio da

producao de eicosandéides (CAMPBELL & HALUSHKA, 1996)

Assim, a reacdo inflamatoria consiste num evento complexo que envolve o
reconhecimento do agente/estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e tentativa de
reconstruir o tecido danificado. O reconhecimento desencadeia a ativagdo e a ampliacdo do
sistema imune resultando na ativagdo de células e na liberagdo de diversos mediadores
responsaveis pela resposta inflamatdria. No entanto, se a destrui¢do do agente agressor € o
processo de reparo nao ocorrem de maneira eficiente e sincronizada, a resposta inflamatéria
pode levar a uma lesdo tecidual persistente induzida pelo acaimulo de leucécitos, colageno,

entre outras substancias que podem ser prejudiciais ao organismo (NATHAN, 2002).
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O processo inflamatorio ¢ didaticamente dividido em dois momentos. O primeiro que ¢é
desencadeado logo apds a instalacdo do agente agressor (inflamacdo aguda), sendo
caracterizado por infiltrado predominantemente neutrofilico, associado ao aumento de
permeabilidade vascular com exsudagdo de plasma e proteinas plasmaticas, edema, dor e
necrose. O outro momento que depende ou ndo da resolugdo do processo na fase aguda
(inflamagdo cronica), ¢ caracterizado pela presenca de macréfagos e linfocitos, além de
angiogénese e proliferacao de tecido conjuntivo (BAUHMANN; GAUDE, 1994).

O processo inflamatorio compreende dois eventos que ocorrem simultaneamente
durante o curso evolutivo desta reagdo (eventos vasculares e celulares) (BEVILACQUA et al,
1994).

Microscopicamente a inflamagao envolve uma série de eventos complexos nos quais a
mudancga vascular ¢ a que se inicia rapidamente e desenvolve-se durante as primeiras horas.
Mudangas vasculares sdo reguladas por fatores que controlam a exsudagdo, as quais ocorrem
principalmente nas vénulas pods-capilares. Esta fase ocorre ou concomitantemente ¢
desenvolvida em associagao entre neutrofilos e o endotélio nas vénulas pds-capilares, a qual
contribui para uma fase mais prolongada de aumento da permeabilidade vascular. O exsudato
¢ absorvido para dentro dos vasos linfaticos, aonde deslocam-se para os nddulos linfaticos ou
tecido linfatico onde uma reacdo imune pode entdo ser iniciada (CIRINO et al, 2003).

Uma maneira eficiente do hospedeiro defender-se contra agentes agressores ¢ através
do infiltrado leucocitério, onde as células imunolégicas alcangam o foco da lesdo e fagocitam,
degradam e matam antigenos estranhos. Muitas vezes, num processo inflamatério prolongado
estas células imunes podem agredir os proprios tecidos do hospedeiro, lesionando células
normais. Além do que o proprio infiltrado celular pode contribuir para a amplificacdo dos
eventos vasculares e celulares da resposta inflamatoéria, através da liberacao de mediadores
vasoativos e quimiotaticos (BEVILACQUA et al, 1994; WEDMORE; WILLIAMS, 1981).

2.4 Cancer

A palavra cancer foi utilizada pela primeira vez por Galeno (131-201) d.C. na Asia
Menor, para designar um tumor maligno de mama, por ele estudado, em que as veias,
inturgecidas e ramificadas, lembravam as patas de um caranguejo (PY & JACCQUES, 2003).

Cancer ¢ a denominagao genérica para as neoplasias malignas. Neoplasia, por sua vez,
significa “crescimento novo” e define condi¢des de proliferagdo celular anormal, encontrada

nos tumores benignos e malignos (NAKAGAWA; LOPES, 2000).
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Em tecido normal, a velocidade de formagdo de novas células ¢ contrabalanceada por
mecanismos fisiologicos que levam a sua destruicdo, mantendo o equilibrio da massa tecidual.
A ruptura desse equilibrio, no sentido de produgao excessiva de células anormais, pode levar
ao desenvolvimento de neoplasias (COTRAN; KUMAR; ROBINS, 2000).

O processo de carcinogénese, ¢ quase sempre, muito lento, podendo demorar anos
para que a célula transformada origine um tumor clinicamente detectavel. Esse processo inclui
trés estagios: iniciagcdo, promocao e progressao (REDDY et al, 2003; DONNICI et al, 2004).

A iniciagdo se da através da exposicdo de células normais a carcindégenos. A
conseqiiéncia disso, ou seja, a transformagao pode permanecer dormente e levar anos para se
manifestar. No segundo estagio, a célula iniciada sofre um longo periodo de contato com o
agente transformador. Neste momento, o estilo de vida pode ter efeitos benéficos e evitar o
desenvolvimento de canceres. A progressao ja ¢ caracterizada pela proliferagao descontrolada
das células malignas, evoluindo para as manifestacdes clinicas e metastases (REDDY et al,
2003; DONNICI et al, 2004).

Uma classificacdo simples, mas de grande importancia pratica, ¢ a de tumores
benignos e¢ malignos. Esta divisdo baseia-se nos caracteres dos tumores, revelados por
métodos clinicos e morfologicos (FARIA; ALTEMANI,1988).

Os tumores benignos sdo de crescimento lento, apresentando limites bem definidos
com o tecido adjacente, na maioria das vezes sdo facilmente dessecadas e ndo produzem
metastases. Os tumores malignos, denominadas “cancer”, apresentam crescimento rapido e
infiltrativo, possuem, em geral, contornos mal definidos ¢ podem produzir metastases
(COTRAN; KUMAR; ROBINS, 2000).

Os canceres sdo classificados de acordo com o tecido e tipo de célula que lhe dao
origem. Canceres que se originam de células epiteliais sdo chamados carcinomas, aqueles que
se originam de tecidos conjuntivos ou musculares sdao denominados sarcomas. Aqueles que
ndo se enquadram nestas duas categorias incluem as varias leucemias, derivadas de células
hematopoéticas e canceres derivados do sistema nervoso (ALBERTS ez al., 2004).

Qualquer que seja a causa, o cancer ¢ basicamente uma doenca celular, caracterizada
por desvio nos mecanismos de controle que dirigem a proliferacao e diferenciacao celular,
além de processos de apoptose celular (MOFFATT et al., 2000).

Tudo isto, em decorréncia de certa mudanga no repertério da expressdo génica devido
a alguma mutagao ocorrida no DNA que determina o aparecimento e/ou o comportamento da

neoplasia (DUESBERG; RASNICK, 2000).
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Os progressos da bioquimica e biologia molecular trouxeram esclarecimentos sobre a
patogenia do cancer em nivel bioquimico, o que permitiu novas abordagens terapéuticas.
Entretanto, como o cancer ¢ uma familia de doengas, cada tipo de cancer tem sua evolugao
clinica (ENGERS;GABBERT, 2000)

Existem trés abordagens principais para o tratamento de cancer: excisdo cirurgica,
radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia ¢ considerada como o mais efetivo método de
tratamento do cancer (AJITH; JANARDHANAN, 2002), uma vez que muitos tumores
caracterizam-se pelo desenvolvimento precoce de micrometastases, o que evidencia a
necessidade de uma abordagem terapéutica sistémica que ¢ realizada pela quimioterapia
(ENGERS;GABBERT, 2000)

O sucesso no tratamento dos tumores por meio de farmacos depende da maior
sensibilidade ao tratamento das células neoplésicas, comparativamente as células normais,
uma vez que células em proliferagdo sdo, em geral, mais susceptiveis a estes agentes do que
as células quiescentes. Entretanto, as diferencgas de sensibilidade entre células neoplasicas e
normais sdo, as vezes, pequenas, ¢ a toxicidade ¢ um problema comum (RUSTIGI;
PODOLSKY, 1996).

2.4.1 Sarcoma 180

O sarcoma 180 (S-180), ou tumor de Crocker, ¢ um tumor indiferenciado que foi
descrito pela primeira vez em ratos albinos machos, em 1914. Este tumor foi encontrado na
regido axilar direita e diagnosticado na época como carcinoma, mas o tecido de origem nao
foi especificado, de forma que ndo se sabe se era uma neoplasia cutdnea ou mamaria. Estudos
posteriores demonstraram que suas células ndo produzem laminina, o que ndo permite sua
caracterizacdo como de origem epitelial, mas o nome Sarcoma 180 ficou consagrado na
literatura. O tumor invade musculo esquelético, tecido adiposo, nervos e vasos sangiiineos
(STEWART et al., 1959).

Apesar de seu comportamento agressivo, esse tumor ndo produz metastases
(KURASHIGE; MITSUHASHI, 1982). O S-180 pode ser transplantado por inoculagdo
subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal e cresce rapidamente em 90 a 100% dos animais
inoculados, havendo uma taxa de regressdo natural de 8 a 10%. Proximo ao 28° dia apos a
inoculagdo subcutanea, alguns animais desenvolvem ulceragdo. O tempo de sobrevida, em

geral, ¢ de 28 a 30 dias (ZUCKERBERG, 1973).



28

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

» Avaliar a toxicidade aguda e atividades farmacoldgicas do extrato etandlico das
folhas de Caesalpinia echinata Lam.

3.2 Objetivos Especificos

» Avaliar a toxicidade aguda do extrato etandlico das folhas de Caesalpinia echinata
Lam.;

» Verificar o efeito antinociceptivo do extrato de folhas de Caesalpinia echinata
Lam em dois modelos de nocicepgao (teste de contor¢des abdominais induzidas
por acido acético e teste da formalina);

» Investigar a atividade antiinflamatéria das folhas de Caesalpinia echinata Lam
através do modelo do edema de pata induzido por carragenina;

» Avaliar a atividade antitumoral do extrato etanolico das folhas de Caesalpinia

echinata Lam frente ao Sarcoma 180.
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Atividade Antitumoral das folhas de Caesalpinia echinata Lam. frente ao
Sarcoma 180

Ana Ruth Sampaio Grangeiro*, Isla Vanessa Gomes Alves Bastos', Eliane Leite de
Souzal, Guilherme Carvalho Ribeiro Rodriguesl, Grace Kelly, Falba Bernadete dos Anj osz,
Ivone Antonia de Souza'

1- Departamento de Antibidticos, Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia
Experimental, Universidade Federal de Pernambuco - UFPE.
2- Departamento de Histologia e Embriologia, Universidade Federal de

Pernambuco — UFPE.

RESUMO

A obten¢do de produtos efetivos de origem natural tem propiciado o avanco das pesquisas
cientificas contra as enfermidades. Essas novas moléculas de origem natural proporcionam
maior diversidade farmacologica para o tratamento dessas doencas. Caesalpinia echinata
Lam. ¢ popularmente conhecida como “pau-brasil”’, ¢ uma arvore com consideravel valor
historico e econdmico. O objetivo deste trabalho foi investigar a toxicidade aguda e efeito
antitumoral do extrato etandlico das folhas de Caesalpinia echinata Lam. ao Sarcoma 180. A
toxicidade aguda foi avaliada através da metodologia da Organizagdo para Cooperagao
Economica e Desenvolvimento (OECD 423), que preconiza administrar, a grupos de trés
animais, doses seqiienciais menores a partir da maxima de 2000 mg/kg. Na avaliacdo da
atividade antitumoral foi utilizada a metodologia de Stock para induc¢ao do Sarcoma 180. Para
todos os testes foram usadas doses de 100, 200 e 300mg/kg do extrato etandlico de C.
echinata (grupos tratados). Com base nos resultados, pode-se concluir que o extrato
metanolico C. echinata apresentou baixa toxicidade, por via oral. Na avaliacdo da atividade
antitumoral, o extrato demonstrou reducdo significante nos pesos dos tumores e discretas
altera¢des microscopicas, com indice de inibi¢do tumoral na maior dose de 99,4%. O extrato
etanolico das folhas de C. echinata reduziu de forma significativa os tumores Sarcoma 180.

Unitermos: Caesalpinia echinata, “pau-brasil”, toxicidade aguda, atividade antitumoral.
INTRODUCAO
De acordo com Cragg e Newman (2000), mais de 50% das drogas em testes clinicos

para atividade antitumoral foram isoladas de fontes naturais ou estdo relacionadas a elas.

" Ana Ruth Sampaio Grangeiro
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Vérios produtos de plantas tém sido testados para atividade antitumoral e algumas delas,
como a vincristina e o taxol sdo consideradas drogas de escolha.

Caesalpinia sp. ¢ um género bastante estudado em todo o mundo. No Brasil,
entretanto, sua utilizagdo medicinal bem como suas propriedades ainda ndo sdo muito
difundidas. Algumas espécies pertencentes a esse género sao conhecidas por apresentarem
atividade antifingica, antioxidante, analgésica e antiinflamatoria, entre outros (Hu et al,
2008).

Caesalpinia echinata Lam. ¢ uma espécie nativa do Brasil, pertencente a familia
Leguminosae, e subfamilia Caesalpinioideae, sendo conhecida na linguagem tupi-guarani,
como ibirapitanga (pau-vermelho) (Cunha & Lima, 1992; Lorenzi, 1992).

Em estudos recentes, Silva (2006) revelou que o extrato do cerne de Caesalpinia
echinata Lam. possui significativa atividade antitumoral frente ao Sarcoma 180 e Carcinoma
de Ehrlich.

O presente trabalhou teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda e o efeito
antitumoral de C. echinata frente ao Sarcoma 180 com avaliagdo histopatologica de 6rgdos

(figado, baco e rins) e tumores.

MATERIAL E METODOS
Material botanico

As folhas do pau-brasil foram coletadas no campus da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) no més de janeiro de 2008. A exsicata da espécie vegetal foi identificada
pela botanica Dr”. Marlene Barbosa, e depositada no herbario Geraldo Mariz da UFPE, sob

numero 41.764.
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Obtencao do extrato

O material botanico utilizado foi constituido pelas folhas de Caesalpinia echinata
Lam. sob a forma de extrato etandlico (EE) obtido apds maceragdo, concentrado a secura em
rotaecvaporador sob pressao reduzida para elimina¢do do solvente organico.
Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus), fémeas, com pesos
entre 25-35g e 60 dias de idade. Os animais receberam agua e racao ad libitum, ficando sob
ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura de 23 £+ 2°C. O manuseio dos animais durante o
experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da

UFPE (processo namero 23076.014521/2005-89).

Toxicidade Aguda

A avaliacao da toxicidade aguda foi realizada segundo a metodologia da Organizagao
para Cooperagdo Econdmica e Desenvolvimento (OECD 423), que preconiza administrar, a
grupos de trés animais, doses seqiienciais menores a partir da maxima de 2000 mg/kg, caso
seja observado morte. Existindo morte, devem ser administradas as doses sequenciais 300, 50
e Smg/kg.

O extrato das folhas de C. echinata foi administrado, por via oral, nas doses de 5, 50,
300 e 2000mg/kg. Os animais foram observados individualmente ap6s a administragdo,
durante 30 minutos e periodicamente durante as primeiras 24 horas. Foi necessaria especial
aten¢do durante as primeiras 4 horas e diariamente por um total de 14 dias.

Ao final do experimento, os animais sobreviventes foram pesados e sacrificados. Apods
o sacrificio, os animais foram ser eutanasiados e todas as alteragdes patoldgicas foram

registradas.
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Atividade Antitumoral

A implantagdo do Sarcoma 180 foi realizada segundo a técnica descrita por Stock et al
(1954) e modificada por Komiyama (1992). O tratamento teve inicio 48 horas apds o implante
com a administra¢ao oral do extrato etanolico das folhas de C. echinata nas concentracdes de
100, 200 e 300 mg.kg-1 aos grupos tratados, Metotrexato (10 mg.kg-1) ao grupo padrao e
solugdo salina a 0,9% aos grupos controles. Todas as doses foram administradas por via oral e
os pesos dos animais foram mensurados diariamente durante um periodo de oito dias. Apos o
término do tratamento, todos os animais foram pesados, sacrificados e os tumores serdao
retirados, dissecados, pesados e avaliados histologicamente, seguindo a metodologia de
DAGLI (1989).A inibicao do crescimento tumoral foi calculada em comparagdo ao grupo
controle apds pesagem dos tumores.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao (e.p.m.). As diferengas entre
grupos foram analisadas através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste “¢” de
Student. O nivel de significancia para rejei¢ao da hipdtese de nulidade foi sempre < 5%.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas medicinais contém principios ativos, que sdo responsaveis pelas
propriedades terapéuticas a que lhe sdo atribuidas, mas também pelas intoxicacdes e reagdes
adversas que podem aparecer devido ao seu emprego em doses inadequadas e/ou por periodos
prolongados (Bastos, 2007).

A avaliacdo da toxicidade aguda, realizada pela metodologia preconizada pela OECD,
revelou que o extrato etanolico das folhas de Caesalpinia echinata Lam nas doses de 5, 50 e
300mg ndo apresentaram nenhuma alteracdo comportamental nos animais nos 30 minutos
observados. E ao final dos 14 dias de observagdes permaneceram sem alteragdes

comportamentais dignas de nota.
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Nas doses de 2000mg/kg, nos primeiros 15 minutos de observacdes, os animais
apresentaram reagdes excitatorias e estimulantes, tais como: exoftalmia, agitacdo,
movimentos de vibrissas, movimentos estereotipados, postura em garra, agressividade, além
de: edema de focinho, espasmos e contor¢des. Apos esse periodo, os animais apresentaram
reacOes depressoras tais como abaixamento do trem posterior e sonoléncia. No final dos 14
dias nao foi observado nenhum 6bito € nem mudangas comportamentais significantes.

A fase excitatéria aqui observada sugere que o extrato possui compostos estimulantes
ao sistema nervoso central, e apds esta fase os sinais depressores podem ter sido causados
devido a uma fadiga neuronal que ocorre normalmente apos uma intensa fase excitatdria, ou
até mesmo, a metabolizagdo do ou dos principios toxicos da planta terem resultado em algum
composto que haja deprimindo o Sistema Nervoso Central (Bloom, 1990).

A andlise macroscopica dos oOrgaos dos animais tratados com a maior dose
(2000mg/kg) nao demonstrou alteracdes. A microscopia revelou que o figado, bago e pulmao
demonstraram morfologia preservada, os rins, entretanto, apresentaram discreta congestao
vascular nos intersticios dos vasos renais préoximos aos glomérulos renais.

A inibi¢do do cancer através de uma variedade de fitoconstituintes foi confirmada em
diferentes modelos de experimentacdo animal e, a partir disso, vém sendo elaboradas
estratégias de prevengdo (SINGLETARY, 2000).

O extrato etandlico de C. echinata frente ao Sarcoma 180 na menor dose (100 mg/kg)
apresentou aproximadamente 22,4% de inibi¢ao tumoral, a dose de 200mg/kg reduziu o tumor
em 55,5% e a dose de 300mg/kg apresentou indice de inibicdo tumoral estatisticamente
significativo de 99,4% quando comparado ao grupo controle. O farmaco padrdo, metotrexato

apresentou inibi¢cdo tumoral de 76,4% (Figura 1).
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Figura 1- Efeitos dos extratos de C. echinata frente ao Sarcoma 180.0s valores representam a
média + desvio padrao. * P <0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu
apenas solu¢do salina a 0,9%. Teste “t” de Student (n = 5/grupo).

Em 2005, Luna e colaboradores relataram a presenca de fendis, flavononas, flavonas,
flavonoides, esterdides, triterpenos, antraquinonas e antronas no extrato etanolico das folhas
de C. echinata.

Segundo DI STASI (1996), os esterdides, assim como os triterpenos, possuem
atividade antitumoral. O que poderia explicar o alto indice de inibigdo tumoral apresentado
pelo extrato de C. echinata.

Na avaliagdo macroscopica e microscopica, os 6rgdos dos animais tratados com o
extrato, apresentaram-se preservados e sem alteragdes maiores.

De acordo com os resultados obtidos,0 extrato etandlico das folhas de C. echinata
Lam. apresentou baixa toxicidade por via oral e significativa atividade antitumoral frente ao
Sarcoma 180. Sugere-se, no entanto, um estudo mais detalhado com concentragdes maiores

do extrato, bem como a utilizacao de outras linhagens tumorais.
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ABSTRACT

The attainment of effective products of natural origin has propitiated the advance of the
scientific research against the diseases. These new molecules provide to greater
farmacological diversity for the treatment of these illnesses. Caesalpinia echinata Lam.,
popularly known as brazilwood or pernambuco, is a tree with considerable historical and
economic value. This objective of this work was to investigate the acute toxicity and the
antitumoral effect of the ethanolic crude extract from the leaves of Caesalpinia echinata Lam
against Sarcoma 180. The acute toxicity was measured by the Organisation for Economic
Cooperation and Development guideline (OECD 423), that profess to manage continuous
lowers doses starting with the maximum dose of 2000mg/kg to groups with three animals
each.. For the evaluation of the antitumor activity, it was used the Stock methodology for
induction of the Sarcoma 180. For all tests were used doses of 100, 200 and 300mg/kg of the
ethanolic extract from C. echinata (test groups). Based on this results, it was conclude that the
ethanolic extract of C. echinata shown low toxicity, by oral route. The extract shown
significative reduce in the tumors weight and discrete microscopic chances, with tumor
inhibition rates in the highest does of 99,4%. The ethanolic crude extract from the leaves of
Caesalpinia echinata Lam in the cited doses presented significant reduction of the tumors
Sarcoma 180.

Uniterms: Caesalpinia echinata, “pau-brasil”, acute toxicity, antitumor activity.
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RESUMO

Caesalpinia echinata Lam, popularmente conhecida como pau-brasil ou pernambuco, ¢ uma
arvore considerada de valor histérico e economico. O objetivo deste trabalho foi investigar a
atividade antinociceptiva e antiinflamatéria do extrato bruto etanolico das folhas de
Caesalpinia echinata Lam. Para isto, foram utilizados dois modelos de nocicepgio:
contor¢des abdominais induzidas por acido acético e teste da formalina e para a atividade
antiinflamatoria, foi usado o modelo do edema de pata induzido por carragenina. O extrato
reduziu, de forma dose-dependente, o nimero de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético. No teste da formalina, o referido extrato reduziu em ambas as fases o tempo de
lambida, sugerindo efeito antinociceptivo.Com relacdo a atividade antiinflamatoria,
entretanto, o extrato bruto etanolico ndo apresentou resultados significativos no modelo
utilizado. Outras metodologias devem ser realizadas, afim de elucidar o exato mecanismo da
acao antinociceptiva.

Unitermos: Caesalpinia echinata, pau-brasil, atividade antinociceptiva, atividade
antiinflamatodria

INTRODUCAO
Muitas plantas medicinais t€ém sido investigadas com o objetivo de descobrir novas
drogas ou como modelos para o desenvolvimento de novos agente terapéuticos. Dentre essas,

muitas sdo conhecidas popularmente por suas propriedades antiinflamatorias e analgésicas

(Bohlin, 1995).
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Caesalpinia echinata Lam., popularmente conhecida como pau-brasil ou pernambuco,
¢ uma arvore considerada de valor histérico e economico (Lewis, 1998).

E pertecente a familia leguminosae, sub-familia Caesalpinoidae. A cor vermelha do
seu caule, que parece madeira queimando (brasa), ¢ a origem do nome Brasil (Cruz-Silva et
al, 2004).

Desde o periodo colonial, a madeira tem sido intensivamente explorada, primeiro para
fornecer uma tintura utilizada em industrias téxteis, e depois para fabricar arcos para violinos,
violas e celos. Ela foi o primeiro produto natural a ser comercializado em longa escala e como
conseqiiéncia o nome do pais tornou-se sinonimo desta arvore (Rymer, 2004).

Em estudos recentes, Silva (2006) revelou que o extrato do cerne de Caesalpinia
echinata Lam. Possui significativa atividade antitumoral ao Sarcoma 180 e Carcinoma de
Ehrlich. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antinociceptiva e

antiinflamatéria do extrato bruto etanolico das folhas de Caesalpinia echinata Lam.

MATERIAL E METODOS
Material botanico

As folhas do pau-brasil foram coletadas no campus da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) no més de janeiro de 2008. A exsicata da espécie vegetal foi identificada
pela botanica Dr”. Marlene Barbosa, e depositada no herbario Geraldo Mariz da UFPE, sob

numero 41.764.

Obtencao do extrato
O material botanico utilizado foi constituido pelas folhas de Caesalpinia echinata
Lam. sob a forma de extrato etandlico (EE) obtido apds maceragao, concentrado a secura em

rotaecvaporador sob pressao reduzida para elimina¢do do solvente organico.
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Animais

Para a atividade antinociceptiva, foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus
musculus), f€émeas, com pesos entre 25-35g e, para atividade antiinflamatoéria, ratos Wistar
(Rattus norvegicus), fémeas, pesando entre 190-240g. Os animais receberam agua e ragao ad
libitum, ficando sob ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura de 23 + 2°C. O manuseio dos
animais durante o experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal (CEEA) da UFPE (protocolo nimero 041.544/2006-47).

Atividade Antinociceptiva
Teste das contor¢does abdominais induzidas por acido acético

O teste das contor¢des abdominais foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Koster ef al., 1959. Os animais receberam uma soluc¢do aquosa de 0.75% de acido acético
em um volume de 0.1 mL/10g de peso por via intraperitoneal. O niumero de contor¢des foi
observado por 20 minutos, 5 minutos apos a inje¢do de acido acético. O grupo tratado recebeu
o extrato etanolico de Caesalpinia echinata nas doses de 100, 200 e 300mg/kg, o grupo
padrdo recebeu, por via oral, 4cido acetilsalicilico e o controle, solucdo salina.

Teste da formalina

Para este protocolo experimental foi injetado 20uL de formalina 2,5% (em salina
estéril) no espaco subplantar da pata direita de camundongos. Logo apds a injecdo de
formalina os animais ficaram sob observacdo e a duragdo da lambida foi determinada no
periodo de 0 a 5 minutos (1* fase) e 15 a 30 minutos (2* fase) apds aplicagdo da formalina
(Hunkaar & Hole, 1987). Os extratos de C. echinata foram administrados (v.0.), nas doses de
100, 200 e 300mg/kg, 1 hora antes da inje¢do da formalina. Os animais controle receberam

igual volume do liquido utilizado para diluir o extrato (v.0) e o grupo padrao recebeu morfina

(i.p).
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Atividade antiinflamatoria

A avaliagdo da atividade antiinflamatoéria foi realizada segundo o método de Winter et
al., (1962). Este método preconiza que o edema seja induzido pela injecao de 0,1 mL de
carragenina a 1% na regido subplantar da pata esquerda posterior dos animais pertencentes
aos grupos controle, padrao e tratados. Uma hora antes da injecdo de carragenina os animais
do grupo tratado receberam 100, 200 e 300mg/kg do extrato etanolico de C. echinata, o grupo
padrdo recebeu indometacina e o grupo controle, solug¢do salina a 0,9%, todos por via oral.
Em seguida, a cada hora foram quantificados os volumes das patas com edema, perfazendo
um total de 6 horas de observacao. Os resultados foram expressos como a diferenca entre o
volume final da pata a cada tempo (Vf) e o volume inicial (Vi), representados pela formula
V{-Vi.
Analise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo (e.p.m.). As diferengas entre
grupos foram analisadas através da analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste “f” de

Student. O nivel de significancia para rejeicao da hipdtese de nulidade foi sempre < 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito antinociceptivo de C. echinata foi testado em dois modelos de nocicepgao:
contor¢des abdominais induzidas por acido acético e nocicep¢do induzida por formalina.
Estes métodos foram selecionados para investigagao de efeitos centrais e periféricos.

Os resultados obtidos no ensaio de contor¢des abdominais (Tabela 1) demonstram que,
na menor dose administrada (100mg/kg), ndo houve reducdo significativa do nimero de
contorgdes abdominais. As doses de 200 e 300mg/kg, entretanto, causaram inibi¢do de 62,7 e
65,8%, respectivamente, sendo o efeito da maior dose similar ao causado pela indometacina

que também reduziu em 65,8% as contor¢des abdominais.
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Tabela 1: Efeitos dos extratos de C. echinata no ensaio de contorgdes abdominais induzidas
por acido acético.

Tratamento Doses Média do N° de Percentagem de
contor¢oes inibi¢do (%)
Controle 10mL kg 34,3+9,8 -
100 mg.kg™ 30,5+14,1 11,07%
Extrato 200 mg.kg 12,8+7,6 * 62,7%
300 mg.kg' 11,7+8,1% 65,8%
Indometacina 10 mg kg 11,248,3* 65,8%

Valores representam média =+ erro padrdo do numero de contor¢des abdominais.
As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA e teste “¢” de Student. *p <
0,05 quando comparado ao grupo controle

Através desse modelo que pode ser usado comumente como um método de screening
para identificar drogas com potencial atividade antinociceptiva, varios grupos de drogas com
diferentes mecanismos de agdes podem inibir as contor¢des abdominais. (Koster et al., 1959;
Hendershot & Forsaith, 1959).

Os mecanismos envolvidos na inducdo da dor estdo relacionados a substancias
bioativas liberadas pelo sistema nervoso simpético, a metabolitos da via do 4cido
araquidonico (Duarte et al., 1992) e ao sistema opioide (Collier et al., 1968). Ao reduzir as
contorgdes abdominais, o extrato avaliado, possivelmente, estd exercendo agdo periférica e
central pela inibi¢ao dos mediadores endogenos (Collier et al., 1968).

No teste da formalina, os resultados obtidos (Tabela 2) mostraram que na primeira fase
(0-5 min), o extrato etanolico de C. echinata causou efeito dose-dependente. Nas doses de
100, 200 e 300 mg. kg'1 o referido extrato apresentou indices de inibi¢do de 39,6%, 39,9% e
46,1%, respectivamente. Na segunda fase (15-30min), as mesmas doses do extrato causaram

inibicao de 47,7%, 46,3% e 63,3%. A morfina, droga padrao utilizada, apresentou redugao
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estatisticamente significativa na primeira e segunda fases, com indice de inibi¢do de 72,3% e

100%, respectivamente.

Tabela 2: Efeitos dos extratos de C. echinata no teste da formalina

Tempo de lambida (s)
Tratamento Dose (0-5 min) Inibicdo (%)  (15-30min) Inibicao (%)
Controle IOmL.kg'1 56,8+15,4 - 103,7+36,3 -

100 mg. kg'  34,3x15,1% 39,6% 54,2+31,5* 47,7%

Extrato 200 mg. kg'  34,1+£53* 39,9% 55,7+25,9% 46,3%
300 mg. kg 30,6£21,2% 46,1% 36+31,3* 65,3%
Morfina 10 mg. kg’ 15,7+7,8* 72,3% 0 100%

Valores representam média + erro padrao do tempo de lambida (s).
As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA e teste “¢”" de Student. *p <
0,05 quando comparado ao grupo controle

O teste da formalina permite avaliar a dor neurogénica e a antiinflamatoria. A primeira
fase (0-5min) corresponde a dor neurogénica aguda, sensivel as drogas que interagem com o
sistema opioide. A segunda fase (15-30min) corresponde a dor inflamatoria e ¢ inibida por
inibidores da ciclooxigenase. Drogas que agem primariamente como analgésicos centrais
inibem ambas as fases enquanto que drogas que agem perifericamente inibem somente a fase
2 (Rosland et al, 1990).

O extrato das folhas de C. echinata, pelos efeitos inibitorios das contorgdes
abdominais ¢ dos tempos de lambida da pata, demonstrou possuir atividade antinociceptiva
sobre o sistema nervoso central e periférico (Tabela 1 e Tabela 2). A segunda fase do teste da
lambida da pata ¢ também indicativa de uma possivel atividade antiinflamatoria.

Para avaliar essa possivel atividade antiinflamatoria, foi utilizado o modelo de edema
de pata induzida por carragenina. Os resultados obtidos (Tabela 3) demonstraram que o

extrato de C. echinata nas doses de 100, 200 e 300 mg.kg" nio reduziu significativamente os
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edemas das patas dos animais durante as 6 horas do ensaio, rejeitando, portanto, a hipotese de
ser antiinflamatério. A indometacina, como esperado, reduziu significativamente os edemas a

partir da terceira hora.

Tabela 3: Efeito dos extratos de C. echinata sob o edema de pata induzido por carragenina

(1%).
Tratamento Dose Volume (mL) da Pata
3h 4h Sh 6h
Controle 10 mL. kg’ 1,4+0,23 1,2+0,20 1,1+0,19 0,8+0,21
100 mg. kg’ 1,240,14  1,3+0,25  0,9+0,17 0,7+0,30
Extrato 200 mg. kg'1 1,44+0,08 1,4+0,17 0,9+0,18 0,8+0,18
300 mg. kg'  1,340,10  1,4+0,24 0,7+0,25 0,5+0,17

Indometacina 20 mg. kg'1 0,6£0,10* 0,6+0,14*  0,7+0,10* 0,7+£0,07*

Valores representam média =+ erro padrdo do volume dos edemas das patas.
As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA e teste “¢” de Student. *p <
0,05 quando comparado ao grupo controle

Em um estado inflamatério, diversos mediadores como citocinas, bradicinina,
prostaglandinas e ATP sdo responsaveis pela dor e hiperalgesia. Esses mediadores, liberados
durante um processo de injuria celular, determinam os sinais e sintomas de um processo
inflamatorio. Embora muitos mediadores inflamatdrios sejam comuns as condigdes de algesia
e inflamagdo, outros sdo especificos aos referidos processos. (Tremont-Lukats et al, 2000;
Rittner & Stein, 2005).

Assim, podemos sugerir duas hipdteses: a primeira € que a a¢do desses extratos seja
sobre mediadores nociceptivos mas nao sobre os inflamatorios. A segunda ¢ que os extratos
estudados possam exercer mais atividade no sistema nervoso central, resultando em efeito
antinociceptivo, € menos nas células antiinflamatorias. Entretanto, estudos sobre mediadores

especificos da nocicepcao e atividade motora devem ser realizados.
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Com base nos resultados, pode-se concluir que o extrato etanolico de Caesalpinia
echinata Lam, nas doses testadas, apresenta significativa atividade antinociceptiva. Outros
ensaios devem ser realizados afim de elucidar o exato mecanismo dessa agdo. Com relacao a
atividade antiinflamatoria, entretanto, o referido extrato ndo demonstrou possuir atividade.
ABSTRACT

Caesalpinia echinata Lam., popularly known as “pau-brasil” or “pernambuco”, is a tree with
considerable historical and economic value. The aim of this study was to investigate the
antinociceptive and antiinflammatory activities of a crude ethanolic extract of the leaves of
Caesalpinia echinata Lam. For this, we used two models of nociception: Acetic acid-induced
writhings and the test of formalin and, to the antiinflammatory activity, were used the
carrageenan-induced hind paw edema model. The extract reduced, in a dose-dependent
manner, the number of acid-induced abdominal writhings induced by acetic acid. In the
formalin test, the extract reduced in both phases the licking time, suggesting antinociceptive
effect. Regarding the anti-inflammatory activity, however, the crude ethanolic extract showed
no significant results in this model. Other methods must be performed in order to elucidate the
exact mechanism of action.

Uniterms: Caesalpinia echinata, pau-brasil, antinociceptive activity, antiinflammatory
activity.
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6 CONCLUSOES

O extrato etanolico de Caesalpinia echinata Lam apresentou baixa toxicidade por via
oral e significativa atividade antitumoral frente ao Sarcoma 180. Sugere-se, no entanto, um
estudo mais detalhado com a utilizagao de outras linhagens tumorais.

Com base nos resultados, pode-se concluir também que o extrato, nas doses testadas,
apresenta significativa atividade antinociceptiva. Com relacdo a atividade antiinflamatoria,
entretanto, o referido extrato nao demonstrou possuir atividade.

Outros ensaios devem ser realizados afim de elucidar o exato mecanismo desses

efeitos.
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