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RESUMO

Chrysobalanus icaco L. (Chrysobalanaceae) ¢ uma planta nativa das 4reas costeiras do
continente americano, sendo utilizada na medicina popular para o controle de diversas
patologias, tais como hiperglicemia, hemorragias, inflamagdes e diarréia cronica. O presente
estudo teve por objetivo avaliar os efeitos toxicologicos e farmacologicos (Atividades anti-
inflamatoria e antinociceptiva) do extrato aquoso da entrecasca do caule de Chrysobalanus
icaco (EACI). Foram usadas células tumorais para avaliagdo da citotoxicidade e
camundongos albinos para avaliacdo das atividades farmacoldgicas. Para a avaliagdo da
atividade anti-inflamatoéria foram usados os testes de edema de pata e bolsa de ar induzidos
por carragenina e para a avaliacdo da atividade antinociceptiva foram usados os testes das
contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético, placa quente e formalina. No ensaio da
citotoxicidade pelo MTT, o EACI (50pg/mL) ndo apresentou citotoxicidade significativa
frente as linhagens NCI-H292, HT-29, HEp-2 e K562. No teste de toxicidade aguda, os
camundongos (5 fémeas/ 5 machos) foram tratados com EACI (2000 mg/kg, v.0.) e
observados parametros fisiologicos e comportamentais. Ambos 0s sexos ndo apresentaram
sinais de toxicidade apds a administragdo do EACI, bem como nenhum efeito téxico foi
observado durante os 14 dias seguintes. O EACI (400 mg/kg, v.0.) apresentou efeito anti-
inflamatorio evidenciado pela redu¢do do edema de pata induzido por carragenina a 1% (0,1
mL/pata), apresentando atividade na primeira hora apds a indugao com o agente flogistico. No
modelo da bolsa de ar, o EACI (100, 200 e 400 mg/kg) inibiu significativamente a migragao
de polimorfonucleares para o local da inflamagdo. O exsudato da bolsa foi coletado para
avalia¢do dos niveis de mediadores pro-inflamatorios. Os niveis de TNF-a e IL-6 ndo foram
alterados pelo EACI, porém uma redugao significativa no nivel de NO foi observada nas
doses de 200 e 400 mg/kg (50,6% e 88,1 %, respectivamente). No teste de contor¢des
induzidas por &cido acético, o EACI reduziu significativamente o numero de contorgdes. O
EACI aumentou o tempo de permanéncia dos animais na placa quente durante o tempo de 60
minutos, sugerindo que esse extrato possui efeito analgésico central. O teste da formalina
revelou que o EACI possui atividade antinociceptiva na fase de dor neurogénica e na fase de
dor inflamatéria. Em conclusdo, EACI ndo apresentou atividade citotoxica frente as linhagens
testadas, nem efeitos toxicos apds a administracio da dose de 2000 mg/kg. O EACI
apresentou atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva. Estes resultados corroboram com o
uso da entrecasca contra doengas anti-inflaméatorias, porém mais estudos sdo necessarios para
a comprovacdo de seu uso etnofarmacologico como anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Chrysobalanus icaco L., Planta medicinal, Toxicidade, Anti-inflamatoria,
Antinociceptiva.



ABSTRACT

Chrysobalanus icaco L. (Chrysobalanaceae) is a plant native from the coastal areas of the
America, and is used in folk medicine for the control of several diseases, such as
hyperglycemia, bleeding, inflammation, and chronic diarrhea. The aim of this study was to
evaluate the toxicological and pharmacological (anti-inflammatory and antinociceptive
activity) of aqueous extract of the stem bark of Chrysobalanus icaco (EACI). Tumor cells
were used to evaluate the cytotoxicity and albino mice for evaluation of pharmacological
activities. The anti-inflammatory activity was investigated using the paw edema and air
pounch models induced by carrageenan. To evaluate the antinociceptive activities were
performed the writhing induced by acetic acid, hot plate and formalin tests. In the MTT
cytotoxicity assay, the EACI (50pg/mL) showed no significant cytotoxicity to the cells lines
NCI-H292, HT-29, HEp-2 and K562. In acute toxicity test, mice (5 females / 5 males) were
treated with EACI (2000 mg / kg, po) and observed physiological and behavioral
parameters. Both sexes showed no signs of toxicity following administration of the EACI, and
no toxic effect was observed during the next 14 days. The EACI (400 mg / kg, po) showed
anti-inflammatory effect evidenced by reduced paw edema induced by carrageenan 1% (0.1
mL / paw), with activity in the first hours after the induction agent phlogiston. In the model of
the air pounch, the EACI (100, 200 e 400 mg/kg) significantly inhibited the migration of
polymorphonuclear cells to the site of inflammation. The pouch exudate was collected to
evaluate the levels of proinflammatory mediators. The levels of TNF-o and IL-6 were not
affected by EACI, but a significant reduction in the level of NO was observed at 200 and 400
mg/kg doses (50.6% and 88.1%, respectively). In the writhing test induced by acetic acid, the
EACIT significantly reduced the number of contortions. The EACI increased the latency time
of animals in the hot plate during the first 60 minutes, suggesting that this extract possesses
central analgesic effect. The formalin test revealed that the EACI has antinociceptive activity
in the phase of neurogenic pain and inflammatory pain phase. In conclusion, EACI showed no
cytotoxic activity against the cells lines tested, no toxic effects after administration of 2000
mg / kg. The EACI presented anti-inflammatory and antinociceptive activities. These results
corroborate the use of bark against anti-inflammatory diseases, but more studies are needed to
confirm its ethnopharmacological use as anti-inflammatory.

Keywords: Chrysobalanus icaco L., herbal medicines, Toxicity, Anti-inflammatory,
antinociceptive.
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INTRODUCAO

As plantas fazem parte da vida do homem desde os primordios, sendo o seu uso no
tratamento de diversos transtornos da saude umas das formas terap€uticas mais antigas. A
Organizacao Mundial de Saude (OMS), no inicio da década de 1990, divulgou que 65 — 80%
da populagdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica
forma de acesso aos cuidados de satde. Tanto nos paises em desenvolvimento quanto nos
mais desenvolvidos aumentam, a cada dia, os apelos da midia para o consumo de produtos a
base de fontes naturais (VEIGA-JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005).

No Brasil, o uso de plantas ¢ um héabito bem difundido devido ao contexto historico-
cultural do pais. Até¢ a primeira metade do século XX, o Brasil era essencialmente rural e
usava amplamente a flora medicinal. Hoje, a medicina popular do pais ¢ reflexo das unides
étnicas entre os diferentes imigrantes e os inimeros povos autdctones que difundiram o
conhecimento das ervas locais e de seus usos, transmitidos e aprimorados de geragdo a
geracdo (LORENZI, MATOS, 2002).

Embora a utilizagdo dessas plantas tenha uma tradi¢do sustentada pela crenca de uma
terapia eficaz e livre de efeitos toxicos, a validagdo cientifica dos fitoterapicos ¢ uma etapa
inicial obrigatoria para a utilizagdo correta das plantas medicinais e seus compostos ativos.
Desta forma, os produtos derivados de plantas precisam ter a eficacia avaliada e confirmada,
assim como deve ser garantida que sua administracdo a organismos vivos ocorra sem riscos
para sua saide (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) estdo entre os medicamentos mais
prescritos no mundo. Apesar de sua ampla utilizacdo, os AINEs apresentam limitacdes com
relacdo a sua poténcia, eficicia e efeitos adversos. Os AINEs apresentam efeitos
gastrintestinais adversos, ¢ os AINEs seletivos para COX-2 foram associados a alteragdes
cardiovasculares pequenas, porém proeminentes em alguns pacientes (BATLOUNI, 2010;
BOERS, 2001; PARENTE, 2001). Os anti-inflamatérios esteroidais apresentam proeminentes
efeitos adversos devido a agdo comum aos esteroides. Devido a esses inconveniente, torna-se
necessaria a busca por substancias naturais com potencial anti-inflamatério que possam dar
origem a novos farmacos de baixo custo e com efeitos adversos reduzidos (ANTI, GIORGI,
CHAHADE, 2008).

Dados da literatura mostram que moléculas de origem vegetal apresentam importantes

atividades anti-inflamatorias e que muitas de suas agdes sdao relacionadas a habilidade de
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inibir a sintese ou acgdo de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo, vias do acido
araquidonico e NO, além da inibi¢do do NF-kB (CALIXTO et al., 2004; WERZ, 2007).

As preparagdes de plantas, por sua vez, frequentemente inibem mais de uma via de
acdo, maximizando os efeitos anti-inflamatorios € minimizando efeitos adversos, isso devido
ao fato de haver uma mistura de substincias que podem agir sinergicamente ou
antagonicamente, através de diferentes mecanismos de acdo (SCHMITZ, BACHER, 2005).

Chrysobalanus icaco L ¢ uma planta amplamente empregada na medicina popular para
tratar diversas doengas nas regides norte, nordeste e sudeste do Brasil (PRANCE, 1972). O
decocto da entrecasca ¢ utilizado pela populacdo de diversos estados do nordeste contra
desordens inflamatorias, porém nao foram encontrados na literatura estudos que avaliassem a
toxicidade e atividade anti-inflamatoria da entrecasca de Chrysobalanus icaco.

Neste contexto, este trabalho visa a comprovagdo cientifica das atividades
farmacoldgicas (anti-inflamatdria e antinociceptiva) e toxicoldgicas do extrato aquoso da
entrecasca de Chrysobalanus icaco L., tendo como base o seu emprego na medicina

tradicional.



15

OBJETIVOS

Geral

Realizar estudos toxicoldgicos (toxicidade aguda e citotoxicidade) e farmacologicos

(atividade anti-inflamatoéria e antinociceptiva) do extrato aquoso da entrecasca de

Chrysobalanus icaco L.

Objetivos especificos

e Preparar o extrato aquoso da entrecasca de Chrysobalanus icaco L. pelo método de

decoccao ¢ calcular o rendimento;

e Avaliar a citotoxicidade do extrato frente quatro linhagens tumorais: NCI-H292
(Carcinoma de pulmdao humano), HT-29 (Carcinoma de colén humano), HEp-2
(Carcinoma de laringe) e K562 (Leucemia mieloide cronica);

e Avaliar a toxicidade aguda do extrato em camundongos pela administragdo via oral;

e Avaliar a atividade anti-inflamatdria do extrato através dos modelos experimentais de

inflamac¢ao aguda (edema de pata e bolsdo de ar induzidos por carragenina);

e Determinar as concentragoes do TNF-a, IL-6 ¢ 6xido nitrico no exsudato inflamatorio

de animais tratados com o extrato;

e Avaliar a atividade antinociceptiva do extrato, utilizando modelos experimentais de

nocicep¢ao (contor¢des induzidas por acido acético, formalina e placa quente).
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Uso de plantas medicinais

As plantas foram por muito tempo, e continuam sendo até os dias atuais, a base de
muitos sistemas medicinais tradicionais no mundo todo, como homeopatia, fitoterapia e
outros sistemas de medicina alternativa. Além disso, as plantas medicinais sd3o uma das
melhores e mais efetivas fontes de compostos candidatos a novas classes de medicamentos, ja
que representam fontes riquissimas de diversidade natural ao considerarmos a amplitude dos
compostos que sintetizam, muitos dos quais t€ém se mostrado util na terapéutica para tratar
uma variedade de doengas e males humanos. O conhecimento medicinal tradicional junto as
técnicas modernas tem acelerado o processo de descoberta de farmacos derivados de plantas
(ITOKAWA et al., 2008; KOLEWE, GAURAYV, ROBERTS, 2008; SAKLANI, KUTTY,
2008).

O isolamento e utilizagao de substancias derivadas de plantas como farmacos foram
precedidos por séculos de uso etnobotanico. Para muitas dessas plantas utilizadas na medicina
popular, ja ¢ possivel comprovar o que a medicina tradicional reportou durante milénios.
Além disso, atualmente novas moléculas biologicamente ativas derivadas de vegetais tém sido
descobertas, como foi o caso da quinina, glicosideos digitalicos e reserpina. A cada dia torna-
se mais comuns componentes que emergiram de extratos estudados com base na etnobotanica
como importantes ferramentas farmacoldgicas para a elucidagao de mecanismos de doengas e
como pecas centrais no incentivo do desenvolvimento da industria farmacéutica moderna
(LENTINI, 2000; RISHTON, 2008).

Além das informagdes etnobotanicas, outro grande incentivo a pesquisa com plantas € o
fato de que, apesar do grande numero de compostos industriais utilizados na clinica, a
fitoterapia tradicional ¢ ainda utilizada, principalmente em muitas areas rurais de paises em
desenvolvimento aonde os tratamentos vdo sendo passados de geragdo a geracdo. A OMS
estima que cerca de 80% da populagdo de paises em desenvolvimento ndo tém acesso a
qualquer atendimento primario a satde seja pela distancia dos centros de satde ou por falta de
recursos financeiros, sendo as plantas medicinais como unica fonte de cuidados bésicos a
saude (VEIGA-JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005).

O uso de fitoterapicos com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou com fins de

diagnostico passou a ser oficialmente reconhecido pela OMS em 1978, quando recomendou a
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difusdo mundial dos conhecimentos necessarios para o seu uso, considerando as plantas
medicinais importantes instrumentos da Assisténcia Farmacéutica (BRASIL, 2001).

Na ultima década o uso de fitoterapicos expandiu-se globalmente, tornando-se tao
popular, que a OMS elaborou uma série de guias e protocolos com o objetivo de definir as
metodologias e avaliagdo da medicina tradicional. Segundo a OMS, um dos principais
problemas no uso de fitoterdpicos ¢ a pouca documentagdo técnico-cientifica e comprovagao
de resultados por evidéncias clinicas mediante estudos padronizados, veiculados em
publicacdes cientificas reconhecidas (SANTOS, VIEIRA, KAMADA, 2009), além de que
dados de seguranga e eficicia disponiveis restringem-se a um reduzido numero de plantas
medicinais. Assim, cresce a cada dia a necessidade de estudar as propriedades curativas
ocultas nas plantas.

Estudos tém demonstrado que drogas derivadas de plantas e muitas preparagdes
vegetais sdo capazes de alterar fun¢des do sistema imune, possuindo uma gama de efeitos
imunomodulatérios, com a vantagem de ndo possuir efeitos imunossupressores, como ocorre
com drogas utilizadas na clinica como os corticoides. Além disso, estudos in vivo e in vitro
demonstram que plantas medicinais podem afetar a liberagdo de citocinas, liberagao de
histamina, proliferacdo de linfocitos e possuir atividade citotoxica (PLAEGER, 2003;
SAKLANI, KUTTY, 2008).

Pesquisas como essas, tém demonstrado que para muitas doengas complexas, produtos
naturais representam uma fonte extremamente valiosa para a producdo de novas entidades
quimicas, ja que representam estruturas privilegiadas, selecionadas pelo mecanismo

evolucionario através de um periodo de milhdes de anos (CALIXTO, 2005).

1.1.1. Toxicidade de plantas medicinais

A toxicidade de uma substancia a um organismo vivo pode ser considerada como a
capacidade de lhe causar dano grave ou morte. Organismos vivos apresentam a capacidade de
responder a variagdes externas, de modo a manter sua funcdo normal. Este processo
conhecido como homeostasia permite que os organismos vivos, através de modificagdes
bioquimicas, morfoldgicas e de seus mecanismos fisiologicos, se adaptem as condigdes
adversas de exposi¢ao sem manifestagcdo de toxicidade. Entretanto, quando o organismo nao ¢
capaz de se adaptar a estas variagdes externas, manifesta-se o efeito toxico (BARROS,

DAVINO, 2003).
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A toxicidade de plantas medicinais ¢ muitas vezes subestimada devido a crenga de que
por serem naturais ndo apresentam risco a saide (FERREIRA-MACHADO et al., 2004). A
ocorréncia de efeitos indesejaveis das plantas medicinais muitas vezes ¢ menor quando
comparada a drogas sintéticas bem definidas. Entretanto experimentos clinicos tém revelado
que efeitos adversos também ocorrem com a utilizagdo de plantas medicinais (CALIXTO,
2000).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ¢ um o6rgdo governamental
responsavel por avaliar diversos critérios de qualidade, seguranca e eficacia de medicamentos
fitoterapicos produzidos industrialmente. Este controle tem o objetivo de desvincular os
fitoterapicos da idéia de serem produtos de qualidade inferior ou sem potencial de risco toxico
(CARVALHO et al.,2007).

Em 2011, a ANVISA publicou um formulario nacional de fitoterapicos com o objetivo
de padronizar a fabricagdo de medicamentos fitoterapicos pelas industrias. No Formulério
estdo registradas informagdes sobre a forma correta de preparo e as indicacdes e restrigdes de
uso de cada espécie. Os requisitos de qualidade estdo definidos de forma especifica para a
farmécia de manipulagdo e farmacias vivas (BRASIL, 2011).

Exemplos da toxicidade de fitoterapicos podem ser encontrados na literatura, como ¢ o
caso do confrei (Symphytum officinale L.), que foi indicado para o tratamento de diversas
doengas. Porém estudos posteriores demonstraram o risco do uso interno desta planta,
altamente hepatotoxica devido a alcaldides pirrolizidinicos (BRASIL, 1992; STICKEL,
SEITZ, 2000).

Outro exemplo ¢ a kava-kava (Piper methysticum), utilizada para o tratamento da
ansiedade, insonia e depressdo. O uso oral desta planta medicinal por um curto periodo de
tempo € considerado seguro, porém esta planta apresenta toxicidade quando administrada em
altas doses ou em longo prazo. A kava-kava pode exacerbar quadros de insuficiéncia hepatica,
bem como hepatite em pacientes com histéria de hepatite recorrente, sendo este efeito
reversivel apds a suspensdo do fitoterapico. Na Alemanha e Suica, varios casos de toxicidade
hepatica grave (hepatite, cirrose e faléncia hepatica) foram relacionados com produtos
contendo extratos de kava-kava (CORDEIRO, CHUNG, SACRAMENTO, 2005).

O consumo de suplementos dietéticos comerciais, chés e fitoterapicos utilizados como
adjuvantes em dietas de emagrecimento, constituidos de plantas do género Aristolochia
apresentaram casos de intoxicacdes. Estas estdo associadas aos metabolitos nefrotoxicos e
carcinogénicos, chamados acidos aristoloquicos (IOSET, RAOELISON, HOSTETTMANN,
2002).



19

As pesquisas realizadas para avaliagdo do uso seguro das plantas medicinais e
fitoterapicos no Brasil ainda s3o insipientes, sendo que a maioria das plantas nativas ainda nao
foram avaliadas quanto a sua seguranca e eficacia (CARVALHO et al., 2008; RATES, 2001),
assim como ¢ insipiente o controle da comercializagdo pelos 6rgados oficiais em feiras livres,

mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA-JUNIOR, PINTO, 2005).

1.1.2. Familia Chrysobalanaceae

A familia Chrysobalanaceae se distribui pelas regides tropicais e subtropicais,
constituida de 17 géneros e 450 espécies, sendo caracterizada pela presenga de flavonodides,
triterpendides, diterpenoides, esterdides e taninos (CASTILHO, OLIVEIRA, KAPLAN,
2005).

Na medicina popular, espécies da familia Chrysobalanaceae sdo empregadas para tratar
diversas doencas como malaria, diabetes, diarréia, disenteria e infec¢des. Os diterpenos,
triterpenos e flavonoides encontrados nesta familia se mostram de ampla diversidade
farmacologica: citotoxicos, antifungicos e antioxidantes (CASTILHO, KAPLAN, 2008;
CARVALHO, COSTA, 2009; ZUQUE et al., 2004).

1.1.2.1.  Chrysobalanus icaco L.

Chrysobalanus icaco Linnaeus (C. icaco) pertencente a familia Chrysobalanaceae, ¢
popularmente conhecida por diversos nomes como guajert, guajuru, abajeru, bajuru, bajirt,
ajuru, entre outros. E uma espécie arbustiva de tamanho médio, caule tortuoso, folhas simples
e coriaceas. As flores sdo brancas e formam uma inflorescéncia do tipo cimosa. O fruto ¢ uma
drupa, esférica ou elipsoide (Figura 1) (KRUEL, PEIXOTO, 2004).

C. icaco ¢ originario tanto da América como do continente Africano, se naturalizando
na Asia (India e Vietnd) e nas Ilhas do Pacifico. Na América se distribuiu desde a Florida até
o sul do Brasil, principalmente nas zonas costeiras e no litoral da Colémbia ao Equador. Na
Africa sua presenca ¢ reportada desde a Guiné até Angola, Tanzania, Camardes, Senegal e
Trinidad e Tobago (SIMON et al., 2000; SMITH et al., 2004).

No Brasil, se encontra distribuida por todo pais, ocorrendo nos estados do Rio de
Janeiro, Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio Grande do Norte, Paraiba, Para, Ceara,
Pernambuco, Maranhdo, Bahia, Sergipe, Piaui ¢ Amazonas (LORENZI, MATOS, 2002;
SANTANA, REGO, SILVA, 2000; SILVA, PEIXOTO, 2009).
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Figura 1 — Fotos de partes Chrysobalanus icaco.

Representagdo da inflorescéncia (A), planta inteira (B) e Fruto imaturos (C).
Fonte:http://www.bioversityinternational.org/databases/new_world_fruits_database/detail.html?tx_wfgb

e_pil[species_id]=449

C. icaco possui diversos usos, dentre eles, como alimento humano, medicinal,
artesanato, corante ¢ ornamental. No Brasil, o consumo dos frutos de C. icaco como alimento
¢ muito apreciado pelas populagdes ribeirinhas, sendo consumido in natura. Em outros paises
da América seus frutos sao utilizados e comercializados na forma de geléias e conservas (PIO
CORREA, 1926). Segundo Fonseca-Kruel et al. (2006), pescadores da América e Africa
cozinham sua casca e utilizam para tingir, endurecer e tornar mais duradouras as suas redes.

As raizes, cascas, folhas e flores de C. icaco sdo adstringentes, provavelmente devido a
presenca de taninos (LOPEZ, 2004), sendo utilizados pela populagdo contra doengas
infecciosas como diarréia cronica, blenorragia, leucorréia e infecgdes uretrais e vesicais

(CORDERO, 1978; FONSECA-KRUEL et al., 2006; LORENZI; MATOS, 2002). As folhas
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sdo indicadas na medicina popular como anestésica, anti-inflamatoria e hipoglicemiante
(BARBOSA-FILHO et al., 2005; TORRES et al., 2009). As cascas ¢ raizes também sao
usadas como antidiabética e anti-inflamatoria (AGRA, FREITAS, BARBOSA-FILHO, 2007;
LORENZI; MATOS, 2002).

No Brasil e em El Salvador, a diarréia cronica ¢ tratada, fervendo-se 5 g de fruto, raiz,
cortex e folha em 250 mL de 4gua, devendo ser dado de dois a trés copos, por dia, ao paciente
(LOPEZ, 2004). O 6leo extraido das sementes era outrora utilizado no preparo de uma
emulsdo antidisentérica ¢ para unguentos (PIO CORREA, 1926). Na Colémbia e na
Venezuela os frutos do guajiru sdo comercializados na forma de xarope utilizados contra a
disenteria e a diarréia infantil (LORENZI; MATOS, 2002).

Ferreira-Machado et al. (2004) analisaram os efeitos toxicoldgicos do extrato aquoso
das folhas de C. icaco, sugerindo um potencial genotdxico pela indugdo de alteragdo da
topologia plasmodial, apresentando também acdo antioxidante. Presta e Pereira (1987)
comprovaram o potencial hipoglicemiante do cha das folhas de C. icaco em camundongos
normoglicémicos e diabéticos induzidos por aloxana.

Diterpendides isolados das folhas de C. icaco demonstraram atuar como inibidores in
vitro do Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) (GUSTAFSON et al., 1991). O acido
pomolico, triterpeno isolado das folhas de C. icaco por solventes organicos induziu apoptose
em uma linhagem de leucemia resistente a multiplas drogas (FERNANDES et al., 2003).
Segundo estudos realizados por Alves et al. (2000), o extrato metandlico obtido das folhas
tem um potencial anti-angiogénico, reduzindo aproximadamente 44% na formagdo de novos
vasos. Estudos fitoquimicos revelaram a presenga de quercitrina, miricetina-3-o-glucuronideo

e rutina nas folhas de C. icaco (BARBOSA et al., 2006).

1.2. O processo inflamatorio

Inflamag¢do ¢ um termo geral para as mudancas que podem ocorrer nos tecidos
vascularizados como resposta a danos teciduais, infeccdes ou reagdes imunologicas. Varios
sao os mediadores quimicos envolvidos no desenvolvimento do processo inflamatorio,
podendo ser de origem tissular, como as aminas vasoativas, fator de ativacdo plaquetaria
(PAF), eicosandides, citocinas, radicais livres superdxidos, 6xido nitrico e neuropeptideos; ou
de origem plasmatica, como os sistemas de coagulacdo, do complemento e das cininas

(IWALEWA et al., 2007).
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O processo inflamatdrio agudo consiste de uma liberagao sequencial de mediadores e do
recrutamento de leucdcitos circulantes, os quais se tornam ativos no sitio da injuria e liberam
mais mediadores pro-inflamatorios. A inflamagao aguda pode ser dividida em trés fases, cada
qual mediada por diferentes mecanismos: uma fase inicial, caracterizada principalmente por
vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular; uma fase tardia, com a infiltracao
de leucocitos e células fagocitarias e a fase proliferativa, na qual ocorre degeneracao tecidual

e fibrose (Figura 2) (MURI, SPOSITO, METSAVAHT, 2009).

Figura 2 - Resultados da inflamagdo aguda: resolugdo, cicatriza¢do por fibrose ou inflamagéo cronica

INFLAMACAO AGUDA RESOLUCAO
* Mudangas vasculares + Eliminagao dos estimulos injuriantes
* Recrutamento de neutrofilo + Eliminacao dos mediadores e células
* Injlria tecidual limitada inflamatérias agudas
o @ - + Substituigao das células injuriadas

‘e + Fung&o normal

* Infarte

* Infecgbes bacleranas i {

* Toxinas o @ @ Formagao de
« Trauma

<) pus (abscesso)

Cura

Cura

* Infecgdes virais
* Infeccbes crbricas
* Injlria persistentz T FIBROSE
+ Doengas autoimunsas + Deposigéo de colageno
INFLAMACAO CRONICA * Perda de funcao

* Angiogénese

« Infiltrado de calula mononuclear

« Fibrose (cicatriz)

* Injuria teciduzl pregressiva

Fonte: Robbins et al., 2006.

Em lesdes de pouca gravidade e curta duragdo a resolucdo envolve a neutralizagdo ou
degradacgdo espontanea de mediadores quimicos, com subsequente retorno da permeabilidade
ao normal, o término da infiltracdo leucocitaria, a morte dos neutrdfilos e a remocdo de
liquidos e proteinas do edema, e de fragmentos necroticos (Figura 2) (ROBBIN et al., 2006).

Deste modo, o objetivo da inflamagao aguda ¢ servir como aporte de defesa para o
organismo, localizando a regido agredida, para assim eliminar o agente agressor € remover os

tecidos degenerados, preparando a area lesada para reparacdo, além de envolver uma série de
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eventos celulares e vasculares dinamicos, bem coordenados que dependem da chegada de
leucocitos inflamatorios para o local da lesdo (KIRVESKARI et al., 2003).

Entretanto, o processo inflamatério pode seguir outro curso que nao a resolucdo,
progredindo para um processo inflamatério cronico como resultado da persisténcia do agente
agressor (infecgdes persistentes por certos microorganismos; exposi¢cdo prolongada a agentes
potencialmente toxicos ou reagdes auto-imunes) ou falhas nos processos de resolucao (Figura
2) (BILATE, 2007). A inflamagdo cronica apresenta duracao mais longa e estd associada a
presenca de linfocitos e macrofagos, necrose tecidual e proliferagdo de fibroblastos e
formagao de granulomas. A inflamacao cronica origina-se de infecgdes persistentes por certos
microrganismos, por exposicdo prolongada a agentes potencialmente toxicos e de disturbios

de auto-imunidade (GEPDIREMEN et al., 2004).

1.2.1. Mediadores da inflamacao

Os fendmenos da inflamagao sao mediados por substancias quimicas, cuja interacao ¢
complexa. Estas substancias sao oriundas do plasma, dos leucocitos, das plaquetas, do

endotélio e do tecido conjuntivo.

1.2.1.1. Aminas Vasoativas

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, sdo as primeiras substancias a serem
liberadas no desencadeamento da cascata da inflamagdo. Estas substancias sdo estocadas em
vesiculas no interior de macréfagos, mastdcitos e plaquetas, promovem alteragcdes vasculares
que incluem: vasodilatagdo, aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade
vascular e exsudacdo plasmatica. Essas altera¢des iniciam-se imediatamente e desenvolvem-
se durante as primeiras horas apds o estimulo inflamatorio (PARADA et al., 2001). Essas
aminas atuam sinergicamente com a bradicinina induzindo a hiperalgesia térmica, e
participam dos processos de nocicep¢ao em diversas condigdes inflamatorias, bem como na
formagdo do edema (LAVICH et al., 2003; KAY, 2001).

A bradicinina ¢ um peptideo vasoativo gerado a partir da clivagem proteolitica do
cininogénio (precursor inativo) por acdo da enzima calicreina, com envolvimento do fator de
XII da via intrinseca da coagulacdo. A bradicinina afeta a musculatura, promovendo dilatagao

de vasos sanguineos e aumento da permeabilidade vascular. A bradicinina tem um papel
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importante também na dor, pois possui um potente efeito algico (SIQUEIRA-JUNIOR,
DANTAS, 2000).

Os eventos vasculares produzidos por essas aminas promovem uma elevacdo da
perfusdo local e um extravasamento de liquido para o espago intercelular, causando o edema,
a hiperemia e a elevacdo da temperatura, observados no sitio da inflamagdo. Tais eventos
associados a liberacdo de substincias quimiotaticas induzem a migracdo de leucocitos para o
tecido inflamado. A saida das células circulantes da luz do vaso e a migracdo de leucocitos
para o sitio inflamatorio seguem algumas fases sequénciais: captura, rolamento dos leucdcitos
pelo endotélio, adesdo firme e transmigracdo, sendo que todas essas etapas sdo dependentes
da expressdo, pelos leucécitos e pelas células endoteliais, de moléculas de adesdo e de

quimiocinas (BILATE, 2007).

1.2.1.2.  Mediadores lipidicos (eicosandides)

Outra classe de mediadores envolvidos no processo inflamatorio sdo os mediadores
lipidicos, conhecidos genericamente como eicosanoides, que compreendem os prostanoides,
leucotrienos (LTs) e lipoxinas derivados do metabolismo do &cido araquidonico. O acido
araquidonico ¢ um 4acido graxo poli-insaturado contendo 20 carbonos, estando presente nos
fosfolipidios que compde a membrana celular. O dacido araquidonico ¢ liberado dos
fosfolipideos da membrana celular por acao principalmente da enzima fosfolipase A, (PLA;)
que ¢ ativada por diversos estimulos quimicos, fisicos e mecanicos. Uma vez liberado, o 4cido
araquidonico ¢ metabolizado por duas vias enzimaticas, a via da ciclo-oxigenase (COX-1 e
COX-2) e a via da lipoxigenase (5-LOX, 12-LOX e 15-LOX). Pela via da COX ¢ gerada a
prostaglandina PGH,, que estimula a formacao de varios prostandides, incluindo diversas
prostaglandinas (PGI,, PGD; e PGE;) e tromboxano A; (TXA,). Pela via da lipoxigenase
formam-se leucotrienos, lipoxinas e outros produtos (MURI, SPOSITO, METSAVAHT,
2009; BATLOUNI, 2010) (Figura 3).

Em mamiferos, as ciclo-oxigenases (COXs) existem em trés isoformas designadas
COX-1, COX-2 e COX-3, codificadas por diferentes genes, com estruturas quimicas
similares. A isoforma COX-1 ¢ expressa de forma constitutiva (constante) na maioria dos
tecidos. E essencial para a manuten¢io do estado fisioldgico normal de muitos tecidos,
incluindo a protecdo da mucosa gastrointestinal; controle do fluxo sanguineo renal;
homeostasia; respostas autoimunes; fung¢des pulmonares e do sistema nervoso central;

cardiovasculares e reprodutivas. Enquanto a COX-2 ¢ induzida nas inflamag¢des por varios



25

estimulos como citocinas, endotoxinas e fatores de crescimento, originando prostaglandinas
(BATLOUNI, 2010). A COX-3 (variante do gene da COX-1) parece ser expressa em altos
niveis no sistema nervoso central e pode ser encontrada também na aorta. Essa enzima ¢
seletivamente inibida por drogas analgésicas e antipiréticas, como paracetamol e dipirona, e ¢

potencialmente inibida por alguns AINEs (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Figura 3 - Metabolismo do acido araquiddnico na inflamagao.
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Fonte: Adaptado de Robbins et al., 2006.

As prostaglandinas (PG) em geral sdo vasodilatadoras, promovendo o edema, rubor,
febre, infiltracdo de leucocitos e ainda sensibilizam as terminagdes nervosas periféricas,
tornando-as mais responsivas a estimulos algicos. A PGE, e PGI, sao potentes
vasodilatadores, que também potencializam o aumento da permeabilidade vascular. Ambas
causam dor indiretamente devido a formagdo do edema que comprime as fibras nervosas.
Além disso, amplificam os efeitos da bradicinina e histamina através da diminui¢ao do limiar
de excitabilidade de nociceptores vinculados as fibras nervosas (GOMES et. al., 2009). PGI,
inibe a agregacdo plaquetaria e a PGE, ¢ a principal prostaglandina produzida durante o
processo inflamatério e esta relacionada ao desenvolvimento da febre. PGD, participa das

respostas alérgicas, causa vasodilatagdo e potencializa a formagao de edema. O tromboxano
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A, (TXA;) ¢ um ativador da agregacdo plaquetaria e potente vasoconstritor (BATLOUNI,
2010).

Os leucotrienos (LTs), em especial o LTB4, sdo os mais potentes fatores quimiotaticos e
ativadores de leucocitos. Estes compostos sdo sintetizados principalmente nos leucocitos,
entretanto, apds um estimulo inflamatério, podem ser produzidos por qualquer célula que
possua um sistema enzimatico adequado a sua sintese (YOKOMIZO, 1ZUMI, SHIMIZU,
2001). Além das acdes quimiotaticas, os LTs também sdo potentes agentes vasoativos e
espasmogénicos, participam da formacdo do edema, induzem a liberagdo de TXA, e
prostaglandinas, além de representarem um componente especialmente importante em
diversas fisiopatologias, como, asma, artrite reumatéide e respostas alérgicas (STEAVENS,

LOWE, 2002).

1.2.1.3.  Oxido Nitrico

Outro mediador importante ¢ o 6xido nitrico (NO). Este mediador ¢ um gas soluvel e
esta relacionado a varias fungdes fisioldgicas, incluindo transmissao neuronal, relaxamento
vascular, imunomodulagdo e citotoxicidade (TSUCHIYA et al., 2007). O NO ¢ liberado a
partir da reagdo de conversdo da L-arginina em L-citrulina, catalisada pela enzima o6xido
nitrico sintase (NOS). Pelo menos trés isoformas desta enzima sdo conhecidas: duas sdo
constitutivas, presentes em condicdes fisiologicas, NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal
(nNOS); a terceira ¢ a NOS induzida (iNOS), liberada por meio de um estimulo como a
resposta inflamatoria (TAKEUCHI et al., 2004; MARIOTTO et al., 2007).

A iINOS catalisa a formacdo de espécies reativas de nitrogénio no local do estimulo
inflamatoério, além de promover a ativagao do fator de transcricdo nuclear-«B (NF-xB), um
dos principais fatores responsaveis por regular a expressdo de varios mediadores pro-

inflamatérios (OKAMOTO et al., 2004; KELLEHER et al., 2007).

1.2.1.4. Citocinas

As citocinas sdo importantes mediadores do processo inflamatério produzidos por
varios tipos celulares, principalmente por macrofagos e linfocitos ativados. As citocinas sao
pleiotropicas ¢ modulam a fung¢do de muitos tipos celulares e sdo determinantes para a
infiltracdo celular e para os efeitos sist€émicos durante o processo inflamatorio agudo. O

conjunto inicial de reacdes que caracteriza a fase aguda do processo inflamatério ¢ mediado
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primariamente pela liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 ¢ TNF-
a) no tecido lesado. Dentre estas citocinas, particularmente o TNF-a e a IL-1f iniciam a
cascata inflamatoria (SIQUEIRA-JUNIOR, DANTAS, 2000).

A secrecdo das citocinas ¢ estimulada por endotoxinas, complexos imunes, toxinas,
lesdes fisicas e uma variedade de processos inflamatorios. Essas citocinas, uma vez liberadas,
exercem efeitos autocrinos (atuam na mesma célula que secretou a citocina), paracrinos
(afetando células vizinhas) e endocrinos (promovendo efeitos sistémicos, assim como o0s
hormonios) (BILATE, 2007).

As principais agdes do TNF-a e IL-1-f sdo ativacdo das células endoteliais, dos
leucdcitos e inducdo de reagdes sistémicas de fase aguda. No endotélio vascular ocorre um
aumento na expressao e sintese de moléculas de adesao endotelial, aumentando a aderéncia
dos leucocitos circulantes as células endoteliais, e também a sintese ¢ liberagdo de outras
citocinas, fatores de crescimento, eicosandides ¢ oxido nitrico (POBER, SESSA, 2007;
DINARELLO, 2009; SIMS, SMITH, 2010).

Virias citocinas diferentes desempenham papéis importantes no estabelecimento € no
desenvolvimento do processo inflamatério atuando como substancias pro-inflamatorias que
induzem a sintese e a liberacdo de mediadores inflamatérios tipicos como as prostaglandinas,
os leucotrienos e o 6xido nitrico (FRANKE et al, 2002). Enquanto outras citocinas como 1L-4,
IL-10 e IL-13 atuam como agentes anti-inflamatorios, diminuem as func¢des celulares e a
sintese de citocinas pro-inflamatorias, reduzindo a dor e a quimiotaxia de leucocitos (VALE

et al., 2003).

1.2.1.5. Farmacos Anti-inflamatorios

Os anti-inflamatérios nao esteroides (AINEs) encontram-se entre os medicamentos
mais prescritos em todo o mundo. Sao utilizados principalmente no tratamento da inflamacao,
dor ¢ edema, como também nas osteoartrites, artrite reumatoide e disturbios musculo-
esqueléticos. Essa classe heterogénea de farmacos inclui a aspirina e varios outros agentes
inibidores da ciclo-oxigenase (COX), seletivos ou nao (BATLOUNI, 2010).

Os AINES apresentam propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas e antipiréticas. E o
principal tratamento para a dor leve e moderada devido as suas propriedades analgésicas
prolongadas e diminuem a temperatura corporal elevada sem provocar dependéncia quimica.
Os efeitos terapéuticos e colaterais dos AINES resultam principalmente da inibi¢do da enzima

COX, reduzindo assim, a sintese das prostaglandinas e diminuindo a intensidade do processo
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inflamatorio. Os efeitos colaterais associados aos AINEs incluem os efeitos gastrintestinais,
pois as prostaglandinas exercem uma fungio protetora sobre a mucosa gastrica; alteracdo na
funcdo renal quando do uso em longo prazo em pessoas com predisposi¢cdo, asma induzida
por AINEs, alteracdo no tempo de coagulagdo, hipersensibilidade dentre outros (MURI,
SPOSITO, METSAVAHT, 2009; SOSTRES et al, 2010).

Os AINEs seletivos para a COX-2 sdo designados COXIBEs e foram desenvolvidos na
tentativa de inibir a sintese de prostaglandinas pela enzima COX-2 em locais de inflamagao
sem, contudo, afetar a agdo da isoenzima COX-1 constitutivamente ativa, encontrada no trato
gastrointestinal, nos rins e plaquetas. No entanto, hoje se sabe que a COX-2 também ¢
expressa constitutivamente e exerce papeis fisiologicos através da sintese de PGL,. Embora os
farmacos que inibem seletivamente a COX-2 demonstrem uma melhor seguranca
gastrintestinal, alguns membros dessa classe foram retirados do mercado devido a um risco
aumentado de eventos cardiovasculares (BATLOUNI, 2010).

Assim como os AINEs tradicionais, os coxibes também exercem efeitos toxicos renais e
nao sao recomendados para pacientes com insuficiéncia renal grave (KUMMER, COELHO,
2002).

Os glicocorticoides (anti-inflamatdrios esteroidais) sdo amplamente utilizados no
tratamento de disturbios inflamatorios, hematolégicos, alérgicos entre outros. Os
glicocorticdides sdo substancias imunossupressoras e anti-inflamatorias potentes, eficazes e
amplamente utilizadas em processos inflamatorios agudos e cronicos (PERRETTI,
AHLUWALIA, 2000).

Os glicocorticdides sintéticos (dexametasona, cortisona, etc) mimetizam agdes do
cortisol enddgeno, atuando através da ligacdo a um receptor citoplasmatico especifico para
glicocorticoides. Exercem sua agdo analgésica e anti-inflamatéria impedindo a liberagao de
acido araquidonico da membrana das células lesadas (pela inibicdo das fosfolipases),
diminuindo também a transcri¢do de alguns genes responsaveis pela expressdo de algumas
citocinas, ou ainda pela inibi¢do de funcdes especificas de linfécitos e alteragcdes em grau de
fibrose (ANTI, GIORGI, CHAHADE, 2008; CASTRO, 2005).

A eficacia dos glicocorticdides em aliviar desordens inflamatdrias resulta dos efeitos
pleiotropicos do receptor de glicocorticoide. No entanto, esses efeitos pleiotropicos
promovem diversos efeitos adversos como retardo do crescimento em criangas,
imunossupressao, hipertensdo, inibicao da cicatrizagdo, osteoporose ¢ distirbios metabolicos.
Esses efeitos adversos limitam a terapia prolongada com glicocorticoides (RHEN,

CIDLOWSKI, 2005).
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1.3. Dor e Nocicepcao

Segundo a IASP - Associagdo Internacional para Estudo da Dor, a dor pode ser definida
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano tecidual real ou
potencial. Além envolver um estimulo potencialmente nocivo, a dor tem uma conotagdo
individual e ¢ representada por uma experiéncia subjetiva, incluindo componentes afetivos e
emocionais, que amplificam ou diminuem a sensacdo dolorosa (KLAUMANN, WOUK,
SILLAS, 2008).

A dor ¢ importante, pois ¢ através dela que se pode perceber um sinal de alerta para um
perigo iminente, estando assim relacionada com a protecao do organismo, exibindo os limites
que nao podem ser transgredidos. Apesar das sensagdes dolorosas serem um aviso do qual o
organismo se utiliza para sinalizar um processo de agressdo, a problematica da dor
acompanha a humanidade na medida em que interfere na homeostasia do individuo e da sua
relagdo com os outros (KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008).

Existe uma diferenca entre os termos nocicepcao e dor. O termo nocicepgao refere-se a
manifestagdes neurofisioldgicas, gerada por estimulos nocivos. A dor envolve a percepcao de
um estimulo aversivo e requer a capacidade de abstracdo e elaboracdo do impulso sensorial

(ALMEIDA, ROIZENBLATT, TUFIK, 2004).

1.3.1. Classificacdo da dor

Em termos de duragdo, a dor pode ser classificada como aguda ou cronica. A dor aguda
¢ caracterizada por ter inicio repentino relacionado a traumas, infec¢des inflamagdes ou dano
potencial. Este tipo de dor tem um importante papel, pois informa ao individuo um perigo
potencial eminente. Espera-se que desapareca apos intervencao da causa, por exemplo, cura
da lesdo ou em resposta a medicamento (KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008). A dor
cronica ocorre em resposta a lesdo e ¢ caracterizada pela sensacdo de dor em resposta a
estimulos normalmente indcuos ou mesmo pela ocorréncia de dor espontanea, persistindo por
mais tempo do que o esperado para a cura da lesdo. Muitas vezes apresentam etiologia incerta
e ndo desaparece com o emprego dos procedimentos terapéuticos convencionais. Representa
um fendémeno de sensibilizagdo nociceptiva, com redugdo do limiar a dor (alodinia),
amplificacdo da resposta a estimulos nocivos (hiperalgesia) e sensacdo de dor prolongada

apo6s estimulacao (hiperpatia) (MCQUAY, 2002).
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A dor também pode ser classificada de acordo com sua origem. A dor persistente pode
ser subdividida segundo sua origem em nociceptiva e neuropatica. A dor nociceptiva resulta
da ativagdo direta de nociceptores da pele e outros tecidos em resposta a uma lesao tecidual,
acompanhada de inflamag¢do. A dor neuropatica ou neurogénica origina-se devido a lesdes de

nervos periféricos ou do sistema nervoso central (ALMEIDA et al., 2006).

1.3.2. Transmissao da dor

A transmissdo do estimulo doloroso, assim como sua inibi¢do, envolve multiplos
mecanismos. A percepcao da dor se inicia na periféria pela estimulagcdo dos nociceptores, que
sdo receptores encontrados nos tecidos superficiais, profundos e visceras que se apresentam
como terminagdes nervosas livres com alto limiar de excitabilidade.

O estimulo doloroso ¢ propagado através das fibras aferentes primarias C ou Ad onde
encontram-se os nociceptores. As fibras Ad sdo responsaveis pela primeira fase da dor, rapida
e forte, e sdo sensiveis a estimulos mecanicos intensos (mecanorreceptores de alto limiar). As
fibras C produzem uma segunda fase de dor mais difusa e persistente e formam, na periferia,
receptores de alto limiar para estimulos térmicos e/ou mecanicos. Existem também fibras do
tipo C polimodais que respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos (BESSON,
1997, KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008).

As fibras aferentes nociceptivas terminam no corno dorsal da medula. Os neurdnios
nociceptivos do corno dorsal estdo localizados nas laminas mais superficiais: a lamina
marginal (lamina I) e a substancia gelatinosa (lamina II). As fibras (neurdnios) sensoriais
primarios fazem sinapse no corno dorsal da medula espinhal com neurdnios de segunda
ordem, predominantes na lamina II (substancia gelatinosa) da medula espinhal. Os neuronios
de segunda ordem cruzam a medula espinhal para ascender ao trato espinotalamico,
projetando seus corpos celulares ao tdlamo. No talamo, neurdnios de terceira ordem emitem
axonios através da cépsula interna do cortex somatosensor, onde a somatizagao do estimulo
nocivo ocorre, ou emite axonios ao giro cingulado anterior, onde existe o componente
emocional da dor (RUSSO, BROSE, 1998). O talamo ¢ um dos responsaveis por informar que
existe sensa¢do nociceptiva, € o cortex € responsavel pela discriminagdo do tipo de sensacao

nociceptiva e por identificar de onde provém (GUYTON, HALL, 2006).
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1.3.3. Mediadores quimicos da dor

Os receptores nociceptivos sdo ativados por diversos neuromediadores inflamatorios
quando liberados por macréfagos, mastocitos, células endoteliais ou nervos traumatizados,
facilitando a transmissdo dolorosa e as alteragdes inflamatdérias periféricas e,
consequentemente, o quadro de hiperalgesia, sendo chamados de algiogénicos. Dentre estes,
se destacam a acetilcolina, a histamina, bradicinina, o leucotrieno, a substancia P, o PAF, os
radicais acidos, os ions potéssio, as prostaglandinas, os tromboxanos, as interleucinas e o fator
de crescimento nervoso (NGF) (KRAYCHETE, CALASANS, VALENTE, 2006; MA;
QUIRION, 2008).

Quando um estimulo intenso provoca lesdo tecidual, ha desencadeamento de um
processo inflamatorio seguido de reparagao. As células lesadas liberam enzimas que agem
sobre os cininogénios, formando cininas. A partir da membrana celular, pela acdo da
fosfolipase A2, libera-se 4acido araquidonico que, por agdo da ciclo-oxigenase e da
lipoxigenase, origina prostaciclinas, prostaglandinas, tromboxano, leucotrienos e lipoxinas
(BATLOUNI, 2010).

Além dessa resposta inflamatoria tecidual, ha uma resposta neurogénica, com producao
de vasodilatacdo, extravasamento de proteinas plasmaticas e agdo sobre as células
inflamatorias com a liberagdo de mediadores quimicos. Os mediadores inflamatorios agem
aumentando a sensibilidade dos nociceptores, reduzindo assim seu limiar de excitabilidade

(ROCHA et al, 2007).
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ABSTRACT Chrysobalanus icaco Linnaeus is a plant used in traditional medicine in Brazil
in control of various diseases such as diabetes, diarrhea and inflammation. In this work, we
describe the anti-inflammatory and antinociceptive effects of aqueous extract of bark of
C.icaco (EACI). EACI in 2000 mg/kg did not induce toxic effects. There was no occurrence
of death throughout the experiment, and there were no changes in physiological and
hematological parameters. The anti-inflammatory activities of EACI (100, 200 and 400
mg/kg, p.o.) were evaluated by in acute inflammation models. The EACI (400 mg/kg) reduced
carrageenan-induced rat paw oedema, and also inhibited inflammation induced by
subcutaneous carrageenan injection, reducing cell migration, nitric oxide, however did not
reduce the levels of TNF-a and IL-6 produced in the pouch. EACI significantly inhibited the
number of writhings and the doses of 200 and 400 mg/kg showed antinociceptive effect
similar to those obtained by acetylsalicilic acid (200 mg/kg, p.o.). There was reduction of the
time that the animal spent licking the formalin-injected paw (both phase). The EACI (200
mg/kg) was able to prolonged the reaction time in hot plate only in the first hour after
administration of the extract, being this activity similar to morphine (2,5 mg/kg, s.c.). Our
results indicate that the EACI demonstrates significant anti-inflammatory activity through the
inhibition of cellular migration and nitric oxide, thus confirming the popular use of this plant
as an anti-inflammatory agent.

KEY WORD: Chrysobalanus icaco L., herbal medicines, Toxicity, Anti-inflammatory,
antinociceptive.




42

INTRODUCAO

Produtos naturais derivados de plantas contribuiram imensamente para o
desenvolvimento dos farmacos terapéuticos modernos. E conhecido que diversos metabélitos
secundarios derivados de plantas interferem sobre diversas moléculas pro-inflamatérias. ' O
uso tradicional de plantas como agentes anti-inflamatérios tem sido avaliado por diversos
estudos, que indicam que extratos ou fracdes de plantas possuem atividade anti-inflamatoria
em modelos animais e de cultura de celular. Em consequéncia disso, existe um consideravel
interesse na identificacdo de novos tipos de agentes anti-inflamatorios a partir de produtos de
plantas usadas na medicina popular. %3

Chrysobalanus icaco Linnaeus ¢ uma espécie arbustiva pertencente a familia
Chrysobalanaceae com distribuicdo por areas costeiras no caribe, America do sul e na africa
ocidental. * As folhas, casca e raizes desta planta sdo utilizadas na medicina tradicional na
regido norte, nordeste e sudeste do Brasil no controle de diversas patologias como diabetes,
diarréia e inflamagdo. >’ O extrato aquoso das folhas de C. icaco foi capaz de induzir
alteracdo na topologia plasmodial, sugerindo um potencial genotoxico. * Segundo Alves et al.
(2000) °, o extrato metanolico obtido das folhas tem um potencial anti-angiogénico, reduzindo
aproximadamente 44% na formag¢do de novos vasos. Diterpenoides isolados das folhas de C.
icaco atuaram como inibidores do Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV)."” O 4cido
pomolico, triterpeno isolado das folhas de C. icaco induziu apoptose em uma linhagem de
leucemia resistente a multiplas drogas. !

As investigacOes fitoquimica relatam a presenca de miricetina nas folhas de C. icaco.
'2 A miricetina é considerado um importante flavondide primitivo, e sua presenca tem sido

13,14
7 Estudos na

literatura relataram a presenca de 4cidos trienoicos, tetraenoicos e seus derivados oxo ' e

16

usada como um marcador quimiotaxonémico na familia Chrysobalanaceae.

taninos no 6leo da semente de C. icaco.

Apesar de sua indicacdo de uso popular para doencas infecciosas e inflamatérias, ndo
foram encontrados na literatura nenhum estudo que avaliasse as atividades anti-inflamatoria
da entrecasca de Chrysobalanus icaco, parte da planta muito usada com esta finalidade pela
populagdo. Portando, este estudo teve como objetivo investigar as atividades anti-inflamatéria

e antinociceptiva do extrato aquoso da entrecasca de Chrysobalanus icaco.
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MATERIAIS E METODOS

Material botdanico
A entrecasca de C. icaco foi coletada no municipio de Japaratinga, Alagoas (Brasil) no
periodo de abril de 2009. Uma exsicata encontra-se depositada no herbério do Instituto de

Pesquisa Agropecudria de Pernambuco (Pernambuco, Brasil), sob o n® 83131.

Animais

Camundongos albinos swiss de ambos os sexos (30-35g) e ratos wistar machos (190-
200g) foram obtidos do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), que esta registrado com o Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA) sob o n° 18. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno a
temperatura de 22 + 2 °C, com ciclo claro-escuro de 12 horas, recebendo ragdo balanceada e
agua a vontade. Os animais foram submetidos a jejum de 4 horas antes de cada experimento.
Os protocolos de experimentagio foram aprovados pela Comissio de FEtica em

Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE (n° 23076.050728/2010-84)

Reagentes e drogas

Indometacina, carragenina e acido acetilsalicilico (AAS) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA), e acido acético foi adquirido da Merck (Rio de Janeiro,
Brasil). EDTA foi obtido do Labtest, Sdo Paulo, Brasil. TNF-a do mouse e kits de IL-18
ELISA foram adquiridos da eBioscience, Sao Paulo, Brasil. Sulfato de Morfina foi adquirido
da Unido Quimica, Sao Paulo, Brasil. Todos os medicamentos (exceto sulfato de morfina)
foram dissolvidas em solucdo salina 0,9% imediatamente antes da utilizagdo. O grupo

controle negativo foi composto por animais tratados com veiculo.

Obtengao do extrato aquoso da entrecasca de C. icaco

A entrecasca foi seca em estufa a 37 °C e trituradas para a preparacdo do extrato
aquoso de C. icaco (EACI). A decocgao foi preparada na propor¢do de 10g de p6d para 50 mL
de agua, aquecido a temperatura de 100 °C durante 30 minutos. O decocto foi filtrado,
rotaevaporado, liofilizado e posteriormente armazenado a —20 °C até o momento do uso. No

momento do uso, o extrato seco obtido foi suspendido em salina (0,9% de NaCl).
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Avaliagdo da toxicidade aguda

Os parametros adotados foram determinados segundo Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA)."” Grupos compostos por 10 camundongos (cinco machos e cinco
fémeas) receberam via oral o veiculo (Salina 0,9% NaCl) e EACI (2000 mg/kg). Esta dose foi
escolhida seguindo recomendagdes da ANVISA, visando o bem estar animal. Sinais de
toxicidade foram observados e registrados durante os primeiros 60 minutos. Os animais foram
observados por 14 dias para registro dos sinais toxicos, evolugao ponderal, consumo de agua e
alimentos e mortalidade. No ultimo dia de observagdo, os animais foram anestesiados com
xilazina (0,10 mL/kg) e ketamina (0,35 mL/kg) para coleta de sangue por pun¢do cardiaca

para exame hematologico e para observacgao de alteragdes macroscdopica das visceras.

Edema de pata induzido por carragenina

O modelo de edema em pata de rato foi realizado de acordo com Winter et al. (1962)."8
Cinco grupos de 6 ratos cada foram tratados por via oral com EACI (100, 200 e 400 mg/kg),
indometacina (farmaco padrdo, 10 mg/kg) ou salina. Apdés uma hora, os animais receberam
uma inje¢do subcutanea de 0,1 mL de carragenina al% na regido subplantar da pata direita
posterior. O edema foi registrado imediatamente apds a inje¢do de carragenina e nos tempos
de 1, 2, 3, 4 ¢ 5h. O volume do edema foi determinado em milimetros através de
pletismométro (Ugo Basile). Os resultados foram expressos como a diferenca entre o volume

final e o0 volume inicial.

Bolsdo de ar subcutdneo

A atividade anti-inflamatdria do EACI foi avaliada pela formagdo de uma bolsa de ar
na regido dorsal de camundongos pela injecdo subcutanea de 2,5mL de ar estéril no dia 0,
seguida pela segunda injecdo de 2,5 mL de ar estéril trés dias depois. No sexto dia, os animais
receberam via oral o EACI (100, 200 e 400 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) ou veiculo. As
doses foram escolhidas de acordo com os resultados obtidos no teste de toxicidade aguda.
Uma hora apds a administragdo oral, a inflamag¢do foi induzida pela inje¢do de 1 mL de um
solugdo de carragenina (1% em solucdo salina) dentro do bolsdo de ar. Apds 6 h, os animais
foram eutanasiados em camara de CO,, as bolsas foram lavadas com 3 mL de solu¢do salina
contendo 3 uMol de EDTA. A contagem de leucocitos polimorfunucleares foi realizada em
contador hematologico ABX Micros 60. O exsudato restante foi centrifugado e os

sobrenadantes armazenados a -20°C para determinagdo das citocinas pro-inflamatorias. '
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Quantificag¢do dos niveis de TNF-a e IL-6

Os exudatos coletados do bolsdo de ar foram armazenados a -20° C para a
determinagdo dos niveis de citocinas. A quantificagdo dos niveis de TNF-a e IL-6 nestes
exudatos foi realizado pela técnica de ELISA sandwich usando kits especificos para
camundongos de acordo com as instru¢des do fabricante (eBioscience, San Diego, California,

USA). O limite de menor detec¢do deste ensaio foi de 10 pg/mL.

Determinacado dos niveis de oxido nitrico

Para avaliacdo a produc¢do de oxido nitrico (NO), as concentragdes de nitrato
(metabdlito estavel do NO) foram medidos no sobrenadante do exudato do bolsdo de ar. 2
Uma aliquota de 50ul de amostra foi transferido para uma microplaca e incubadas com 50pul
de reagente de Griess (sulfanilamida 1%, 0,1% naphthylethylene diamina dicloridrato, 5%
H3PO4) por 10 min em temperatura ambiente protegido da luz. *' A absorbéncia foi medida

em 540nm em leitor de microplacas e a concentracdo de nitrato foi calculada usando uma

curva padrdo de nitrato de sédio.

Contorgoes abdominais induzidas por dacido acético

O modelo de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético foi realizado de
acordo com Koster et al. (1959). > Camundongos receberam oralmente EACI (100, 200 e 400
mg/kg), acido acetil salicilico (AAS) (200mg/kg) e veiculo. Apos uma hora, uma solugdo de
acido acético a 1% foi injetada (0,1mL/10 g de peso animal) na cavidade peritoneal dos
animais. Dez minutos depois, os camundongos foram observados, € o nimero de contor¢des

durante o periodo de 20 minutos foi registrado.

Teste da formalina

Os camundongos receberam uma injecao de 20 puL de formalina (2,5%, v/v) na regido
subplantar direita. Imediatamente apds a inje¢do, o tempo em que o animal passou lambendo
ou mordendo a pata injetada foi registrado. A resposta nociceptiva foi registrada nos
intervalos de 0-5 minutos (primeira fase, dor neurogénica) e de 15-30 minutos (segunda fase,
dor inflamatdria) ap6s inje¢do de formalina. Os animais foram pré-tratados com EACI (200
mg/kg), AAS (200mg/kg) ou veiculo 60 minutos antes da injecdo de formalina. O sulfato de
morfina (2,5 mg/kg, s.c.) foi administrado 45 minutos antes da indug¢ao da nocicepcao. A dose
de 200 mg/kg de EACI foi escolhida por apresentar a melhor atividade antinociceptiva no

~ e . , . y L. 23
teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético.



46

Placa quente

Este teste seguiu o modelo descrito por Adzu et al (2003) com modificacdes. * 0s
animais foram colocados sobre uma placa de aluminio (Insight equipments, Brasil) aquecida a
temperatura fixa (55£1°C). O tempo de laténcia em termos de desconforto (lamber as patas ou
pular) foi registrado antes e depois do tratamento. Os camundongos foram pré-tratados com
EACI (200 mg/kg, p.o.), sulfato de morfina (2,5 mg/kg, s.c.) e veiculo (p.o.). As medidas de
laténcia foram realizadas nos tempos de 30, 60, 120, 180 e 240 minutos apos o tratamento.

Para impedir a lesdo tecidual foi estabelecido cut off de 30 segundos.

Andlise estatistica

Todos os grupos experimentais foram constituidos de 6 animais, exceto a toxicidade
aguda que foram 10 animais por grupo. Os resultados foram expressos como média = D.P. As
diferengas entre os grupos foram determinadas através da Andlise de Varidncia (ANOVA —
one way), seguida pelo teste de Bonferroni. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 e ****p < 0.0001. As analises

foram feitas com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0.

RESULTADOS

Avaliagdo da toxicidade aguda

A administra¢dao oral do EACI na dose de 2000 mg/kg ndo induziu efeitos toxicos.
Nao houve a ocorréncia de morte durante o experimento, nem mudangas nos pardmetros
fisiologicos observados (ganho de peso, consume de ragdo e dgua, parametros hematologicos

e aspecto macroscopico dos 6rgaos) como mostrados na tabela 1 e 2.

Tabela 1 — Efeito do EACI sobre parametros fisiologicos em camundongos.

Grupos Consumo de Consumo de Peso corporal (g)
ragao (g) agua (mL) Inicial Final
Controle (machos) 329+438 50.0+4.8 29.0+£1.3 353+0.8
EACI (machos) 33.8+£22 46.9+3.3 29.3+0.7 347+1.3
Controle (fémeas) 27.9+4.2 32.5+3.2 28.8 £0.7 35109
EACI (fémeas) 31.9+£2.6 39.6+23 284+0.4 35.7+0.9

Valores expressos em média + D.P. (n=5). Ndo houve diferenga significativa entre os grupos tratados e os
controles.
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Tabela 2 — Efeito do EACI sobre parametros hematologicos em camundongos apos 14 dias.

Parameters Controle EACI (machos) C(A)ntrole EACI (fémeas)
(machos) (fémeas)

Hemacias (10%/mm’) 8.8+0.5 8.7+04 89+0.5 9.4+0.6
Hemoglobina (g/dL) 145+0.9 13.0+0.8 139+04 146 +1.0
Hematocrito (%) 429+39 40.6 +1.1 43.9+0.9 43.8+0.4
VCM (ng) 48.8+0.8 474+09 49.7+0.6 46.0+0.9
HCM (pg) 152+ 0.6 14.8+0.4 152+0.4 147+0.4
CHCM (%) 31.6 0.9 31.8+1.1 31.5+0.3 31.7+0.3
Leucécitos (10°/mm?) 9.7+0.7 8.5+0.9 8.0+0.5 9.0+0.7
Plaquetas (10°/mm?) 324.0 +£59.4 293.5+£20.5 292.0 £50.1 302.0 £57.7

Valores expressos em média = D.P. (n=5). HCM - Hemoglobina corpuscular média; CHCM - Concentragdo da
hemoglobina corpuscular; VCM - Volume corpuscular médio. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos tratados e os controles.

Edema de pata induzido por carragenina

O pré-tratamento com EACI na dose de 100 e 200 mg/kg ndo reduziu o volume do
edema induzido por carragenina 1% (Tabela 3). Contudo, a dose de 400 mg/kg (64,7%) foi
capaz de reduzir o edema de pata significativamente no tempo de 1 hora, esta atividade foi
similar a indometacina (72,2%).

Tabela 3 — Efeito do EACI no edema de pata induzido por carragenina em ratos.

Grupo Dose Volume do edema de pata (mL)
(mg/kg)
1h 2h 3h 4h 5h

Controle - 0.36£0.08  0.55+0.12  0.97+0.18  1.07+0.21  0.90+0.27
EACI 100 0.26£0.02  0.50+0.06  0.89+0.11 1.02£0.12  0.87+0.10

200 0.21+£0.07  0.47+0.08  0.83+£0.08  0.96+0.09  0.84+0.12

400  0.13+£0.03%  0.38+0.05  0.79+0.14  0.95+0.13  0.81x0.11
Indometacina 10 0.1£0.017"  0.24+0.02"" 0.47+0.05" 0.54+0.07" 0.49+0.05

Dados representam média = DP volume do edema (mL) nos tempos de 1, 2, 3, 4 ¢ 5 horas apos a inje¢do de
carragenina a 1% (N=6); **p < 0,01 ***p< 0,001 Vs. Controle. #- ndo significativo vs. indometacina. ANOVA, teste
de Bonferroni.
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Bolsdo de ar subcutaneo
O pré-tratamento com o EACI demonstrou atividade anti-inflamatoria nas doses
testadas (Tabela 4). A dose de 400 mg/kg apresentou atividade anti-inflamatéria semelhante a

indometacina (10mg/kg).

Tabela 4 — Efeito do EACI sobre a migracao celular em bolsao de ar subcutaneo.

Grupo Dose Migracao Celular Inibi¢ao (%)
(mg/kg) (103 / mm3)

Controle - 11.3£1.62 -
salina - 0.26+0.05"" -
EACI 100 6.93+0.80 36.1

200 5.60+£0.417 50.4

400 4.7240.947 58.3
Indometacina 10 3.88+0.69 65.6

Valores expressos em média = DP. (N = 6). ***p<(.00] V.s Controle. * - nio significantivo v.s indometacina.
ANOVA, teste de Bonferroni.

Quantificag¢do dos niveis de TNF-a e IL-6

A quantificacdo de TNF-a e IL-6 foram realizadas com as doses que mostraram
melhor inibicdo da migragdo de células polimorfonucleares no experimento de bolsdo de ar.
Os grupos tratados com EACI (200 e 400 mg/kg) ndo reduziram os niveis destas citocinas em

comparagao ao grupo controle (Figura 1).
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_ 25004
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[ Salina M Controle EACI 200 mg/kg [ Salina HE Controle EACI 200 mg/kg
E2 Indometacina 10 mg/kg [ EACI400 mg/kg E3 Indometacina 10mg/kg [ EACI 400 mg/kg

Figura 1 — Efeito do EACI sobre os niveis de TNF-a e IL-6 no exudato inflamatério. Valores expressos em
médiat DP (n = 6), **** p <0.0001 vs controle. ANOVA, teste de Bonferroni.
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Determinacado dos niveis de oxido nitrico
Os grupos tratados com EACI nas doses de 200 e 400 mgkg reduziram

significativamente os niveis de NO comparado com o grupo controle (Figura 2).

200- 7 Sali
175, alina
150 Hl Controle
_ EACI 200 mg/kg
= 127 [ EACI400 mg/ke
S 100 Fkkk E3 Indometacina 10 mg/kg
A
50- *kk%k
i I
25 *kk%k
0 T T

Figura 2 — Efeito do EACI sobre os niveis de 6xido nitrico no exudato inflamatério. Valores expressos em
média + DP (n = 6), *¥*** p <0.0001 v.s controle. ANOVA, teste de Bonferroni.

Contorg¢oes induzidas por acido acético

O tratamento com EACI reduziu o nimero de contor¢des induzidas por acido acético
(Figura 3). As doses de 200 e 400 mg /kg mostraram efeito antinociceptivo semelhante ao
obtido pelo AAS (200 mg/kg). Os demais testes antinociceptivos foram realizados com a dose
de 200 mg/kg, visto que esta dose apresentou atividade antinociceptiva semelhante a dose de

400 mg/ kg.
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'S by E3 EACI200 mg/kg
£ — [0 EACI400 mg/kg
S 40- [ AAS 200 mg/kg
D

> 20-
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Figura 3 — Efeito do EACI sobre as contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Valores expressos em
media + DP representa o nimero de contor¢des induzidas por 4cido acético 1% (n = 6), *** p <0.001, **** p
<0.0001 v.s controle. * - ndo significantivo v.s AAS. ANOVA, teste de Bonferroni.
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Teste da formalina
O EACI (200 mg/kg) reduziu significativamente o tempo de lambidas induzidas por
formalina 2.5% em ambas fases (Figura 4). Na primeira fase, o EACI teve atividade

antinociceptiva semelhante a morfina.
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E2 AAS200 mg/kg [ Morfina 2,5 mg/kg E AAS 200 mg/kg 0 Morfina 2,5 mg/kg

Figura 4 — Efeito do EACI sobre nocicepg¢ao induzida por formalina 2.5%. Valores expressados em média + DP
(n=6), * p <0.001 *** p <0.001 **** p <0.0001 v.s controle. * - ndo significantivo v.s. morfina. ANOVA, teste
de Bonferroni.

Placa quente
O EACI na dose de 200 mg/kg prolongou significativamente o tempo de reagdo a
placa quente apenas na primeira hora ap6s a administracdo do extrato (Tabela 5), sendo esta

atividade semelhante a morfina.

Tabela 5 — Efeito do EACI sobre a resposta nociceptiva induzida por calor.

Grupos Dose Tempo de laténcia (s)
(mg/kg)
30 60 120 180 240
9.0+0.3 9.4+03 10.2+1.3 9.0+0.5 9.5£1.3 10.7+1.2
Controle -
Hkl
EACI 200 9.3+1.3 10.6£0.9 13.6%1.2 9.6+0.5 10.2+0.9 8.8+0.3

Morfina 25 9.4+0.5 11.7£1.5 12.5+1.8 15.4+1.1 16.7+1.7 16.3+1.4

Dados representam a media + DP do tempo de laténcia (s) para o animal lamber a pata ou saltar a temperatura constante de
55 £ 1 °C nos intervalos de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos apos o tratamento (n = 6). *p <0.05, **p <0.001, ***p
<0.0001 vs. Controle. * ndo significantivo vs. morfina-ANOVA, teste de Bonferroni.
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DISCUSSAO

Este trabalho investigou as bases farmacoldgicas para o uso na medicina popular da
entrecasca de C. icaco em inflamacao inflamagao aguda. Também foi investigada a atividade
antinociceptiva do EACI.

O modelo de edema de pata em ratos tem sido amplamente utilizado na pesquisa de
novas drogas. A inflamacdo induzida pela carragenina ¢ um processo agudo, altamente
reproduzivel e bem estudado. O desenvolvimento do edema induzido por carragenina ¢ um
modelo bifasico, com varios mediadores atuando em sequéncia para produzir a resposta
inflamatoria. »° Na fase inicial (1-2 h) ocorre liberagdo de histamina, serotonina, bradicinina e
citocinas que promovendo vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular. Além de
desencadearem a formagdo do edema, estes mediadores contribuem fortemente com a
migracao celular, principalmente de neutréfilos para o sitio inflamatério. A fase posterior (3-5
h) esta correlacionada com elevada producdo de prostaglandinas, ativacdo da COX-2 e
liberagdo de NO. %7

O EACI na dose de 400 mg/kg causou inibigdo do edema na fase inicial da resposta
inflamatéria induzida por carragenina. Com base nesta observacdo, pode-se sugerir que o
efeito anti-inflamatdrio apresentado pelo EACI pode ser, em parte, atribuido a inibicdo da
liberagdo de mediadores pro-inflamatérios da inflamacdo aguda, especificamente os
mediadores liberados na primeira fase deste teste, como histamina, serotonina e bradicinina.

O modelo de bolsdao de ar e comumente usado nos testes de triagem de drogas para o
tratamento da artrite, pois mimetiza a membrana sinovial inflamada de pacientes com artrite
reumatoide, com infiltragdo de polimorfonucleares e liberagio de mediadores pro-
inflamatérios. * O pré-tratamento dos animais com o EACI na dose de 400 mg/kg inibiu a
migracao de leucocitos polimorfonucleares para o sitio inflamatorio assemelhando a inibigao
produzida pela indometacina, demonstrando que o EACI possui um potencial efeito anti-
inflamatorio em reduzir a migracao celular.

A carragenina aumentou drasticamente a concentracdo de TNF-a no exsudato do
bolsdo, nao sendo significativamente reduzida pelo pré-tratamento com EACIL As
concentragdes de IL-6 também nao foram alteradas pelo EACI. Em contrapartida, o nivel de
NO foi reduzido pelo EACI. O NO ¢ um importante mediador na inflamagao aguda e cronica.
Este mediador ¢ um potente vasodilatador, o seu envolvimento durante a resposta inflamatdria
pode estar relacionada com sua capacidade de aumentar a permeabilidade vascular e
conseqiiente formagdo de edema através de mudangas na circulagdo sanguinea local. Ele

também estimula a atividade da COX, resultando na produgdo exacerbada de
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prostaglandinas.”-°

Estes resultados corroboram com a redug¢do do processo inflamatorio,
porém mais estudos se fazem necessarios para a compreensdo dos mecanismos pelo quais o
EACI reduz os niveis de NO.

Doengas inflamatérias e dor sdo uns dos mais importantes problemas de saude no
mundo. Atualmente, poucas drogas sdo eficientes no tratamento destas desordens, e muitas
delas causam efeitos colaterais severos. Portanto, a procura por novas terapias ¢
extremamente importante.”’ Varios modelos de nocicepgdo em animais de laboratorio foram
desenvolvidos para verificar a atividade analgésica de extratos e compostos. Entre os modelos
de nocicepcao utilizados neste trabalho, o teste das contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético ¢ descrito como um tipico modelo para avaliar a dor de origem inflamatoria,
pouco especifico, mas com boa sensibilidade, sendo uma ferramenta de triagem para
avaliacdo da atividade analgésica e anti-inflamatoria de novos agentes. *> O 4cido acético age
liberando mediadores endogenos que estimulam os neurdnios nociceptivos. *° Neste estudo, o
EACI foi capaz de reduzir as contor¢des nas doses de 100, 200 e 400 mg / kg. Embora as
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético representem um modelo de nocicepgao
periférica, este ndao ¢ um modelo especifico, uma vez que diferentes classes de substancias
também inibem as contor¢des como: hipotensores, depressores e estimulantes do sistema
nervoso e anti-histaminicos.** Portanto, a interpretagdo da redugio da dor através do estimulo
pelo acido acético, deve ser conduzida de forma cautelosa e levando-se em consideracdo os
resultados de outros testes.

O teste da formalina ¢ um modelo valido e confidvel de nocicep¢do, sensivel para
varias classes de drogas analgésicas, sendo utilizado no esclarecimento dos possiveis
mecanismos do efeito antinociceptivo. > Este teste produz duas fases distintas de nocicepgao,
a primeira (durante os 5 primeiros minutos) correspondem a dor neurogénica, e a segunda fase
(durante 15 a 30 minutos ap6s injecio de formalina) corresponde a dor inflamatéria. **
Medicamentos de agdo central, como os opidides inibem ambas fases, enquanto que
medicamentos de acdo periférica, como a aspirina, indometacina e dexametasona inibem
apenas a segunda fase.”> O EACI foi capaz de diminuir o tempo que os animais passaram
lambendo a pata injetada durante a duas fases. O efeito produzido na primeira fase foi
semelhante a morfina. Estes resultados sugerem que o efeito antinociceptivo apresentado pelo
EACI envolve mecanismos centrais. Entretanto, para confirmar esta hipotese, foi realizado o
teste da placa quente, onde EACI demonstrou efeito antinociceptivo durante os primeiros 60

minutos, indicando que esse extrato possui efeito analgésico central de curta duragdo, visto
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que o bloqueio das respostas na placa quente indica um mecanismo de acdo no sistema

nervoso centra

132

Embora a definicdo dos mecanismos de acao requeira mais estudos, o EACI atenuou

os efeitos inflamatorios pela reducao dos niveis de NO e da migragao de polimorfonucleares

no exsudato do bolsdo de ar, ndo apresentando efeito sobre o TNF-a e IL-6. O EACI

apresentou efeito antinociceptivo sobre a dor inflamatoria e dor neurogénica.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:

e O EACI nao foi significativamente citotoxico frente as linhagens tumorais de NCI-

H292, HT-29, HEp-2 e K562;

e A administra¢do oral do EACI na dose de 2000 mg/kg ndo mostrou ser toxica, pois

nao alterou os parametros fisioldgicos, comportamentais € hematologicos;

e O EACI apresentou atividade antiedematogénica na dose de 400mg/kg, inibindo o
aumento do edema de pata de forma significativa na primeira hora apos a inje¢do de

carragenina;

e O EACI apresentou atividade anti-inflamatoria significativa nas doses de 100, 200 e

400 mg/kg, reduzindo a migracao de polimorfonucleares para o sitio da inflamacao;

e O EACI nio reduziu os niveis de TNF- e IL-6 no exsudato do bolsdo de ar, porém

reduziu drasticamente os niveis de 6xido nitrico;

e A administracdo oral do EACI promoveu antinocicep¢do no modelo de contorcdes

abdominais induzidas pelo 4cido acético;

e No modelo de formalina, o extrato atenuou a resposta na fase de dor neurogénica e na

fase de dor inflamatoria;

e No modelo de placa foram observados aumento no tempo de permanéncia na placa

quente, sugerindo que o EACI possua efeito analgésico central.



ANEXO A
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Resultados complementares

1 Materiais € métodos

1.1 Material botanico
A entrecasca de C. icaco foi coletada no municipio de Japaratinga, Alagoas (Brasil) no
periodo de abril de 2009. Uma exsicata encontra-se depositada no herbario do Instituto de

Pesquisa Agropecudria de Pernambuco (Pernambuco, Brasil), sob o n® 83131.

1.2 Obtencao do extrato aquoso da entrecasca de C. icaco
A entrecasca foi seca em estufa a 37 °C e trituradas para a preparagao do extrato
aquoso de C. icaco (EACI). A decocgao foi preparada na propor¢do de 10g de p6d para 50 mL
de 4gua, aquecido a temperatura de 100 °C durante 30 minutos. O decocto foi filtrado,
rotaevaporado, liofilizado e posteriormente armazenado a —20 °C até o momento do uso. No

momento do uso, o extrato seco obtido foi suspendido em salina (0,9% de NaCl).

1.3 Cultura de células

As células provenientes de tumores humanos foram obtidas do Banco de Células do Rio
de Janeiro. As linhagens de tumores humanos NCI-H292 (Carcinoma de pulmao humano),
HT-29 (Carcinoma de colon humano) e HEp-2 (Carcinoma de laringe) foram mantidas em
DMEM (Sigma) e a linhagem celular K562 (Leucemia mieldide cronica) foi mantida em
RPMI 1640 (Sigma). Ambos meios foram suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1%
de solucdo de antibidtico (penicilina 1000 UI/mL contendo estreptomicina 250 mg/mL e 1%
de L-glutamina 200 mM) As culturas foram incubada a 37 °C em estufa com atmosfera umida

enriquecida com 5% de CO:..

1.4 Avaliagao de atividade citotoxica
Para determinagdo da citotoxicidade, uma suspensio de 10° células/mL foi preparada
em meio adaptado para cada linhagem celular. A suspensdo foi distribuida em placas de 96
pocos ¢ incubada a 37 °C em estufa com atmosfera umida enriquecida com 5% de CO,. Apos
24 h, 22uL do extrato foi adicionado aos as placas obtendo a concentracao final de 50 pg/mL.
Apos 72 h foi adicionado em cada pogo 25 puL de Brometo-3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazolio (MTT). As placas foram incubadas por 2 horas em estufa (37 °C). Ao final

desse periodo, o meio de cultura foi aspirado juntamente com o excesso de MTT. Em seguida
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foram adicionados 100uL de dimetilsulfoxido (DMSO) a cada pogo para a dissolucdo dos
cristais de formazan (ALLEY et al., 1998). Este ensaio ¢ baseado na capacidade de células
vivas em reduzir o sal tetrazélio (cor amarela), em formazan (violeta). A leitura optica a 450
nm foi feita em leitor automatico de placas. A inibicdo do crescimento celular foi calculada
em relagdo ao grupo controle ndo tratado, considerado como 100% de células viaveis. O

experimento foi realizado em quadruplicata.

2. Resultados

2.1. Obtengdo do extrato aquoso da entrecasca de C. icaco

O extrato ap0s ser liofilizado apresentou redimento de 3,9% (15,433g).

2.2. Avaliacdo da atividade citotdxica
A citotoxicidade de EACI (50 pg/mL) foi avaliada em quatro linhagens tumorais. O
ensaio revelou que EACI inibiu o crescimento celular das linhagens tumorais NCI-H292, HT-
29, HEp-2 e K562 em 21,7%, 2,2%, 12,2% e 34,9%, respectivamente. O EACI nao mostrou

atividade citotoxica significante para todas as linhagens testadas.
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Conference Proceedings: Authors wishing to submit conference/workshop summaries should
contact the editorial office well in advance of the event to discuss publication potential and
obtain guidance on preparation.

Manuscript Submission and Copyright Agreement Form

The Copyright Agreement form (available at
www.liebertpub.com/media/content/transfer _of copyright.pdf) should be submitted once
your article has been accepted for publication. Manuscripts cannot be published without this
form. The corresponding author is responsible for obtaining signatures of coauthors. Authors
not permitted to release copyright must still return the form signed under the statement of the
reason for not releasing the copyright. Upon acceptance of your article, please fax the
Copyright Agreement form to 914-740-2108.

IMPORTANT: Please do NOT upload a single PDF file containing all text, image, and table
files. Upload individual files of all manuscript material. Once all individual files are uploaded
on to Manuscript Central, the system will automatically create a single PDF proof for you and
for the peer-review process.

PREPARATION OF MANUSCRIPT

Prepare the entire manuscript, including figure legends, in Microsoft Word. The manuscript
should be double spaced (6mm minimum), with ample margins (minimum 1) on all sides.
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The title page should include the authors’ names and affiliations, a running title of about 45
characters (including spaces), and the full contact information for the corresponding author
(i.e., mailing and/or street address, telephone and fax numbers, and E-mail address.) The
second page must consist of an abstract of not more than 250 words, which should be self-
explanatory without reference to the text. The SI system should be used for all scientific and
laboratory data. Full communications are structured using the following headings: abstract,
introduction, materials and methods, results, discussion, acknowledgments, and references.
Number pages consecutively. At the end of the manuscript, give the name, mailing address,
and E-mail of the individual to whom correspondence should be directed.

The authors may suggest suitable referees during the submission process, but must provide
accurate E-mail addresses for all such individuals.
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should be listed alphabetically.
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should be listed in a separate section at the end of the text ahead of the REFERENCES
section.

Disclosure Statement. Immediately following the Acknowledgments section, include a
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must disclose any commercial associations that might create a conflict of interest in
connection with submitted manuscripts. This statement should include appropriate
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authors have been appropriately disclosed according to the policy of the Journal. It is
important that all conflicts of interest, whether they are actual or potential, be disclosed. This
information will remain confidential while the manuscript is being reviewed and will not
influence the editorial decision. Please see the Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals at www.icmje.org/index.html#conflicts for further
guidance. If no conflicts exist, the authors must state “No competing financial interests exist."

Ethical Considerations in the Conduct and Reporting of Research: Protection of Human
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When reporting experiments on human subjects, authors should indicate whether the
procedures followed were in accordance with the ethical standards of the responsible
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Declaration of 1975, as revised in 2008. If doubt exists whether the research was conducted in
accordance with the Helsinki Declaration, the authors must explain the rationale for their
approach and demonstrate that the institutional review body explicitly approved the doubtful
aspects of the study. When reporting experiments on animals, authors should indicate whether
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*This portion of Journal of Medicinal Food’s Instructions for Authors has been quoted
directly from the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
website. For more information, visit www.icmje.org/ethical 6protection.html
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References. Cite all references within the text by a superscript Arabic number. Number
references in the order that they appear in the text. Double-space the references and triple-
space between each listing. When there are more than six authors, it is acceptable to list the
first three followed by “et al.”, but this must be applied consistently throughout the reference
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Unpublished References: When data from an unpublished source are presented, supply
complete information, e.g., researcher’s name and location. If work is in press, give the
journal in which it is to be published or the publisher. Include “In press” in place of
publication date.

Tables. Type each table with its title in a separate file. Use Arabic numerals to number tables.
Each table must stand alone (i.e., contain all necessary information in the caption) and the
table itself must be understood independently of the text. Details of experimental conditions
should be included in the table footnotes. Table legends and footnotes should be double-
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not contain data that can be given in the text in one or two sentences.

Illustrations. Prepare a separate list of figure legends, double-spaced, at the end of the
manuscript. Magnifications should be included when appropriate.

Color publication of figures is encouraged, but the cost for color printing must be subsidized
by the author(s). Authors will be charged at the rate of $800.00 USD for each printed page
that includes color. Please consider these costs when preparing your manuscript for
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SmithTable2.tif etc. Authors who do not follow these guidelines may have their
submission returned to them without being reviewed.

Converting Word or Excel files: Perhaps the best and easiest way to convert Word or
Excel files into a format which is suitable for print is to scan them using the below guidelines:
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Permissions
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(generally the publisher, not the author or editor) of the journal or book concerned. An
appropriate credit line should be included in the figure legend or table footnote, and full
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