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Resumo

%QSZIMO

A Cordia curassavica DC. (Boraginaceae) conhecida popularmente como “erva baleeira" é
utilizada popularmente no tratamento de diversos processos inflamatdrios. Alguns autores
sugerem que 2 fragdo artemetina ¢ a fragio responsével pela atividade antiinflamatéria. No
entanto, resultados contraditérios sugeriram uma reavaliacdo dos efeitos antiinflamatérios
dos extratos ¢ da fragfio rica em artemetina de Cordia curassavica, ¢ ainda identificar a

fragdo ativa responsavel pela agsio farmacoldgica.

Para a avaliagdo da atividade antiinflamatéria, foram utilizados modelos de edema de pata
induzido por vérios agentes flogisticos como a carragenina, histamina, bradicinina e
fosfolipase da Naja-Naja; edema de oretha induzido por oleo de crdton e peritonite induzida
por carragenina. Para a avaliacfio da atividade antinociceptiva foram utilizados o teste de
algesia induzida por calor (placa quente) e o teste das contorgdes abdominais induzidas por
acido acético. A metodologia da atividade antiproliferativa em células tumorais humanas

foi utilizada para monitoramento do processo de purificagio do extrato bruto
diclometanico.

Inicialmente foram obtidos os extrato brutos éter de petrdleo (EBP), etandlico (EBE) e
diclorometanico (EBD), que foram avaliados no modelo de pata induzido por carragenina.
O EBP néo inibiu 0 edema e o EBE reduziu em 44% apos 4 horas do agente flogistico.
Como o EBD inibiu o edema induzido por carragenina em 59% apds 4 horas da
administragdo do agente flogistico e também por extrair quantidades menores de

substancias, facilitando fracionamentos posteriores, foi escolhido para dar continuidade a
este trabaltho.

No modelo de edema de pata induzido por histamina o EBD de C. curassavica nio inibiu o

edema, a0 passo que nos modelos de edema de pata induzido por bradicinina o EBD de C.

30



Resumo

curassavica reduziu o edema induzido por bradicinina em 60 % e 66% nas doses de 300 e
1000 mg/kg apés 60 minutos da aplicagiio do agente, respectivamente. O EBD de C
curassqvica reduziu o edema induzido pela fosfalipase A, do veneno da Naja Naja em 37
% ¢ 43% nas doses de 300 e 1000 mg/kg respectivamente, ap6s 60 minutos da aplicagfo do
agente. No modelo de dermatite provocada pela aplicagdo de 6leo de créton, o EBD de C.
curassavica também inibiu a formagio de edema em 54% na dose de 1000 mg/kg e na
peritonite induzida por carragenina diminuiu a migragio leucocitiria em 70%. Em ratos
adrenalectomizados o EBD manteve a atividade antiedematogénica, inibindo o edema em
45% apoés 4 horas da administracdio da carragenina, confirmando que sua atividade

independe da liberacio de corticdides endégenos.

No modelo de nocicepcdo quimico, o EBD de C. curassavica inibiu o mimero de
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético em 54% (dose de 300 mg/kg) e 65%
(dose de 1000 mg/kg). J4 no teste da placa quente o EBD de C. curassavica ndio aumentou
o tempo de reaglo dos animais ao estimulo térmico, sugerindo que a ac3o analgésica do

EBD ¢ por bloqueio da reagio inflamatdria.

Na avaliagio da atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais humanas, a F3,

F4 e a fragdo F6 apresentou efeito citostitico e citocida de modo semelhante &

indometacina.

Os resultados obtidos permitem concluir que a C. curassavica possui principios ativos com
atividade antiinflamatéria provavelmente relacionada com a inibicdo da sintese e/ou
atividade dos prostanoides. A artemetina, encontrada nessa espécie, nio é o principio ativo

responsavel pelos efeitos observados.
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Sntroducao

Até meados do século XX as plantas medicinais ¢ seus derivados constitufam a base da
terapéutica medicamentosa, quando a sintese quimica, que teve inicio no final do século
XIX, iniciou uma fase de desenvolvimento vertiginoso (Calixto, 2000). Grandes
civilizagBes antigas como a chinesa, indiana e norte africana, utilizavam plantas para
tratamento de diversas doengas (Phillipson, 2001).

Atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados sio de origem sintética e cerca de
25% de origem vegetal, isolados diretamente ou produzidos por sintese partindo-se de um
precursor vegetal. No entanto, a tltima década registrou um aumento expressivo no
interesse em drogas derivadas de espécies vegetais, evidenciado pelo crescimento de
publicagbes nessa linha de pesquisa pelas principais revistas cientificas das 4reas de

quimica e farmacologia (Calixto , 2000; Rates, 2001).

Exemplos de drogas importantes obtidas de plantas s3o o cardiotonico digoxina da Digitalis
spp., os antimaldricos quinina e quinidina da Chinchona spp, 0s analgésicos morfina e
codeina de Papaver somniferum (Rates, 2001), os quimioterapicos vincristina e vinblastina
de Catharanthus roseus (Phillipson, 2001).

Algumas estimativas revelam a existéncia de aproximadamente 250.000 espécies de plantas
superiores em todo o mundo. Entretanto, dados disponiveis revelam que apenas 17% das
plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal. Portanto, o estudo dessa flora
pode possibilitar a descoberta de novos medicamentos (Hamburger e Hostettmann, 1991;
Cragg e Newman, 1999).

Muitos fatores contribuiram para o aumento do retorno do interesse na pesquisa de plantas

medicinais. Um desses fatores foi a descoberta de drogas eficazes no combate ao cincer.
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Outro fator foi o interesse nos estudos sobre a biodiversidade acoplados 4 preservacio das
espécies. Da mesma forma, a falta de acesso da maioria da populagio aos medicamentos
modernos e seu alto custo, faz com que buscas alternativas mais baratas sejam oferecidas

(Filho e Yunes, 1998; Calixto , 2000; Taylor e Staden, 2001).

Por outro lado, a falta de informacio e 0 mau uso dos medicamentos geralmente provocam
0 aparecimento de reacdes colaterais graves ou entdo o insucesso do tratamento, causando
descrenca em sua eficicia. Acompanhando esses fatos, o ressurgimento de praticas
alternativas (cromoterapia, florais, homeopatia, medicina chinesa, medicina ayurveda e
outros) de eficicia duvidosa, muitas vezes prometem milagres sem ocorréncia de efeitos
colaterais, colaborando com a disseminacio da falsa crenga na absoluta seguranca de uso
dos produtos naturais (Alice e col.,1995; Carvalho, 1999).

As plantas popularmente utilizadas como medicinais requerem investigacSes cientificas
efetivas, pois embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios, apenas
0s compostos presentes em maior concentragfio sio geralmente isolados e estudados pela
fitoquimica. A andlise de substincias ativas ¢ muito mais complexa e longa, j4 que
geralmente os compostos presentes em menor propor¢do na planta sio os que apresentam
melhores efeitos farmacoldgicos, portanto, ¢ essencial a colaboracio interdisciplinar de
botanicos, farmacologistas, fitoquimicos, farmacognostas e agrénomos, para se obter

extratos semi-puros, fragdes e finalmente, compostos puros (Phillipson, 1999; Filho e
Yunes, 1998).

O aperfeicoamento dos processos de purificagio e isolamento aliados as técmicas de
espectometria de massas, espectroscopia no ultravioleta e infra-vermetho e ressonancia
magneética nuclear tém possibilitado a elucidagio de estruturas moleculares complexas de
constituintes naturais. Além disso, o desenvolvimento de meétodos de manejo, cultivo e
methoramento genético representam uma nova tendéncia no estudo de plantas medicinais,

pois asseguram maior qualidade e eficacia aliadas 3 manuten¢do do equilibrio dos
ecossistemas (Calixto, 2000; Chang, 2000).
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As espécies do género Cordia (Boraginaceae) sdo encontradas nas regides tropicais e
subtropicais da Asia, sul da Aﬁica, Austrélia, Guiana ¢ América do Sul (Ficarra e col,,
1995). Conhecida popularmente no Brasil como “erva baleeira”, a Cordia curassavica DC,
anteriormente classificada como Cordia verbenaceae, ocorre no Brasil do Amazonas até o

Rio Grande do sul, preferencialmente em uma faixa de 500 a 1000 metros do mar (Angely,
1970).

O Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas ¢ Agricolas (CPQBA) da
Unicamp desenvolveu estudos agrondmicos e fitoquimicos dessa espécie, e atualmente,
possul uma drea em seu campo experimental destinada ao seu cultivo. Um exemplar dessa

espécie esta depositado no herbario da Unicamp sob o registro ~UEC: 112744,

O extrato etandlico das partes aéreas dessa erva, é muito utilizado pela populaco litordnea
no fratamento de diversos processos inflamatérios. Geralmente o uso é externo através de
fricgdio das regides inflamadas. Alguns autores sugerem que o flavonéide artemetina, seja
o principio ativo responsavel pela atividade antiinflamatéria dos extratos dessa espécie
(Sertié e col., 1990). Segundo estes autores, o extrato bruto hidroalcdolico de C.
curassavica reduziu o edema de pata induzido por carragenina de forma dose-dependente
(0,59 a 2,98mg/kg, com EDs; de 1,24 mg/kg) (Sertié e col.,1988). No entanto os
flavonoides isolados desse extrato foram ativos somente nas doses de 30,4 a 153,9 mg/kg,
com EDsq de 67,07 mg/kg (Sertié e col., 1990). Esses resultados sugerem que a artemetina
ndo ¢ a principal substincia responsavel pela atividade antiinflamatéria dos extratos dessa

espécie pois, a atividade especifica dessa substancia foi 54 vezes menor do que a

observada com o extrato bruto.

Em virtude das contradi¢des observadas, este trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade antiedematogénica da fragdo rica em artemetina, de diversos extratos e fragfes de

Cordia curassavica e avaliar o provavel mecanismo de agdo.
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Inicialmente, foram produzidos alguns extratos brutos, através do uso de solventes com
polaridade diferentes, para avaliacio da atividade antiedemnatogénica. Dessa forma o teste
de atividade selecionou o solvente mais eficiente para a extracio dos principios ativos dessa
espécie. Do extrato bruto obtido com acetona foi purificada uma fraco rica em 5-hidroxi-

3,6,7,3’4’- pentametoxiflavona (Artemetina), para avaliar a sua atividade antidematogéncia.

Para avaliagfio da analgesia o EBD de C. curassavica foi testado em modelos agudos de
nocicepgdo (quimico e térmico). Um dos modelos quimicos de nocicepcio escolhido foi o
das contor¢Ses abdominais em camundongos. Este teste baseia-se na contagem das
contorgdes da parede abdominal. A atividade antinociceptiva dos extratos brutos de C,
curassavica, também foi estudada no teste da placa quente (hot plate) em camundongos.

Este modelo mede o tempo de reagfio do animal a um estimulo térmico (Woolfe e
McDonald, 1944).

A metodologia da atividade antiproliferativa em células tumorais humanas foi utilizada no

monitoramento das fragdes obtidas do extrato bruto diclorometanico.
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Obfetivos

Objetivos

v Avaliar a atividade antiinflamatéria de extratos obtidos de folhas da Cordia curassavica

DC, utilizando solventes de diversas polaridades.

v Obtengio da fragiio rica em artemetina para a avaliagio da atividade antiedematogénica.

v Isolar e identificar os principios ativos responsaveis pela atividade farmacoldgica.

v Identificar o provavel mecanismo de agdo envolvido.
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Aspectos Fisiopatolégicos da Inflamacio.

O termo inflamagéo provém do latim enfflamare, que siginifica “atear fogo”. No primeiro
seculo DC, Celsus, um escritor rornano, descreveu os quatro sinais cardeais caracteristicos

da inflamag@o: calor, rubor, tumor e dor (Gahmberg e col., 1998; Siqueira e Dantas, 2000).

A inflamagdo pode ser definida como uma reagdo da microcirculagfo induzida por uma
injaria aos tecidos, com conseqiiénte movimentagio de elementos intravasculares como
fluidos, células e moléculas, para o espago extravascular. A agressdo tecidual € o agente
desencadeador da resposta inflamatéria, e este pode ser de origem quimica, fisica

(mecénica, térmica e radiagdo) e biologica (microorganismos) ( Siqueira e Dantas, 2000).

A maior fungdo do sistema imune é proteger o hospedeiro da invasdo de patégenos. A
defesa tecidual contra uma infecglio consiste em reacOes inatas (reagfio pré-inflamatéria),
reagdo inflamatéria aguda e reacbes imunologicamente especificas. Quando os
TICroOrganismos vencem as barreiras naturais € invadem os tecidos, a primeira linha de
defesa contra os invasores é a defesa inata. As reagbes inatas podem ser divididas em
eventos vasculares (vasodilatacfio, hiperemia, aumento da permeabilidade vascular e
marginacdo de neutréfilos) e em eventos celulares. Durante os eventos vasculares sdo
gerados mediadores quimicos pelas células, sendo que esses mediadores regulam os
eventos vasculares e celulares. S0 mediadores como a bradicinina (BK), histamina e fator
de ativagio plaquetiria (PAF), o sistema complemento, fibrinolitico ¢ de coagulagiio. A
resposta inflamatoria aguda, faz parte de uma imunidade inata induzida, de carater

inespecifico, nio distinguindo entfio o agente agressor, tampouco o que € préprio ou ndo do
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orgamismo (Vane e Botting, 1995; Cicala e Cirino, 1998:; Siqueira e Dantas, 2000; Laskin e
Laskin, 2001).

A ativagio da cascata do sistema complemento ¢ a agfio dos macrofagos ocorrem nas
primeiras horas apds a infecgio. Os macrofagos liberam mediadores quimicos, fagocitam
microorganismos e liberam fatores quimiotaticos para leucéeitos (Okabe e col., 2000;

Monsinjon e col., 2001).

J4 a resposta imunoldgica, se desenvolve quando os patégenos superam os elementos inatos
de defesa. Apresenta alta especificidade e a capacidadede de aumentar a atividade de defesa
apos sucessivas exposigdes a esse patégeno. A resposta defensiva do hospedeiro vai se
tornando cada vez mais eficaz, como também mais especifica ao patégeno invasor: os
linfécitos B, células-chave para produgio de anticorpos, ¢ os linfécitos T sdo importantes
na inducfio dessa resposta. Essas células migram ao lugar da injuria e iniciam a resposta
inflamatéria, que quando adequadamente orquestrada, leva a destrui¢do do patdgeno e
reparo tecidual, mas quando nio, a resposta inflamatéria torna-se crénica (Roitt, 1994;
Laskin e Laskin, 2001).

O endotélio vascular participa do controle da homeostase através de mecanismos que
envolvem a sintese e liberacio de fatores pré-coagulantes e anticoagulantes. Quando ha
dano no endotélio como na inflamagfo, o balango entre os fatores pré e anticoagulantes é
perdido e predomina o estado pré-coagulante. A ativagdo dos sistemas da coagulagio
resulta na formagdo de trombina e fibrina. A trombina catalisa a conversdo de fibrinogénio
em fibrina e promove a migracdo de neutréfilos. A conjugagio desses fendmenos resulta na
interrup¢io da perda sanguinea, com formac3o de um tampao hemostatico pela fibrina que

bloqueia a saida de sangue {Nemerson, 1988; Cirino e col., 2000; Hinsbergh, 2001).
A atividade do agente agressor ou dos proprios mediadores podem produzir lesdes nos

tecidos, inclusive podendo levar & necrose. Cessada a acdo do agente agressor, reduz-se a

liberacdo dos mediadores, a microcirculagdio recupera o estado hemodinamico original; o
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Hquido e as células exsudadas voltam i circulagdio sangiiinea geralmente pelos vasos
linfaticos. Se hé necrose, o tecido destruido é fagocitado. O resultado ideal do processo
inflamatorio € a completa e rapida restauragio tecidual. Se o agente agressor gue evocou
uma resposta inflamatéria aguda ndo for eliminado, este tipo de resposta aguda evolui para
um quadro crénico, que se ndo for adequadamente tratado pode durar meses ou anos (Lima
e Bogliolo,1994; Foxwell e col., 2001).

CELULAS ENVOLVIDAS NA INFLAMACAO:

Mastocitos:

Sua principal fungfio é sintetizar e armazenar em granulagGes citoplasmaticas mediadores
quimicos, como: histamina, leucotrienos (LTs), prostaglandinas (PGs), interleucinas (ILs) ¢
PAF. Esses mediadores potencializam a resposta inflamatéria, estando também envolvidos
nas reagdes alérgicas. A substincia P, mediador neurogénico da inflamagdo, induz a
degranulag@io dos mastdcitos, liberando os mediadores quimicos descritos acima e também

induzindo a infiltragio de granulécitos (Okabe e col., 2000).
Leucécitos Polimorfonucleares (granulécitos- PNM):

Os PNM ndo possuem especificidade para antigenos, mas atua em sinergismo com
anticorpos ¢ o sistema complemento na prote¢do contra microorganismos. Sio ativados
pela invasfio de patdgenos, sendo os primeiros a penetrarem na area inflamatéria,
principalmente os neutréfilos que atacam o revestimento das células endoteliais do foco
nflamatério para fagocitar bactérias, substincias estranhas, complexos imunes e tecidos
degenerados podendo prolongar a inflamagdo e induzir lesdo tecidual ao liberar enzimas
proteoliticas, mediadores quimicos e radicais téxicos do oxigénio. No entanto, sua
estratégia de protegio pode ser inadequada e excessiva, com risco de causar reacdo

sistémica (Gahmberg e col., 1998; Bellingan , 2000). Os neutréfilos sdo capazes de liberar
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citocinas como o fator de necrose tumoral-o (TNFar), IL-1 e a I-8, que por sua vez sdo
capazes de ativar macréfagos e linfocitos. Sua infiltragiio excessiva no tecido &
caracteristica de doencas inflamatérias crénicas como artrite reumatoide, Wipus eritematoso

sistémico (Matsukawa e Yoshinaga, 1998; Johnston e Kubes, 1999).

Mondcitos/Macrofagos:

Os mondcitos chegam 2 4rea da inflamagéio posteriormente aos polimorfos. Ao deixarem o
sangue, atravessando as paredes dos vasos, atingem o tecido conjuntivo e diferenciam-se
em macréfagos. Os macréfagos sdo células do sistema fagocitario, tendo varias fungdes
como: fagocitose de microorganismos, parasitas, células tumorais, particulas estranhas;
pinocitose de complexos antigeno-anticorpo; sintese de mediadores inflamatérios (PGs,
LTs, PAF); apresentagio de antigenos para linfécitos; e ainda secretam enzimas
proteoliticas e radicais derivados do oxigénio. No entanto, a liberagdio desses fatores é um
dos principais responséaveis pelo dano tecidual, sendo que essas enzimas degradam a matriz
extracelular e outros componentes teciduais ocasionando a formagéo de pus. Os macréfagos
sdo ativados pelas citocinas como interferon-c (IFN-a), TNF-a, fator estimulador de
coldnias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), IL-1 e por componentes bacterianos

como lipolissacarideos (LPS) (Bellingan, 2000; Siqueira e Dantas, 2000; Vidal e col,, 2000,
Laskin e Laskin, 2001).

Células Endoteliais Vasculares (CE):

No processo inflamatério, as CE sdio ativadas por mediadores inflamatérios como por
exemplo citocinas, 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGI), fatores de coagulacio que
aumentam a permeabilidade vascular, desempenhando fungdes importantes no processo
inflamatério como manutencio do fluxo sangiiineo; prevencdo da formagdo de trombose;
regulacdo do extravasamento de fluidos, solutos, hormdnios e macromoléculas; e também

expressam moléculas de adesio de leucécitos (E-selectina e P-selectina). As CE também
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sdo importantes no processo de proliferagdo vascular apés a lesdo, conhecida como
angiogénese, levando 2 revascularizagio da 4rea lesada. (Beekhuizen e Gevel, 1998;

Jonhnston e Kubes, 1999; Siqueira e Dantas, 2000; Hinsbergh, 2001).

MEDIADORES QUIMICOS RESPONSAVEIS PELA INFLAMACAO:

HISTAMINA

A histamina ($-aminoetilimidasol) é uma molécula sintetizada a partir da descarboxilacio
da histidina pela L-histidina descarboxilase. E o mediador mais importante da fase inicial
da resposta inflamatdria aguda. Isto se deve ao fato de ela J& se encontrar formada e
estocada nos granulos de mastdcitos, basofilos e plaquetas. Os estimulos que causam a
liberagdio da histamina sdo: fisicos (trauma, calor e frio); reagdes imunes mediadas pela
IgE; as anafilatoxinas do sistema complemento (C3a - C5a); LPS bacterianos; IL-1 e JL-8 e
pela substancia P (Okabe e col., 2000).

A histamina causa vasodilatagio, aumento da permeabilidade vascular ¢ adesio de
neutréfilos as células endoteliais em conseqiiéncia & ligagio com receptores especificos -
Hi, H; e H; - Os receptores H, estdo localizados nas células secretoras de 4acido do
estdmago; ja os receptores H, situam-se nas células endoteliais e sua estimulacdo leva a
contragio dessas células, aumentando a permeabilidade capilar. Estudos sugerem que a
ativagdo do receptor H; contribui na resposta nociceptiva, portanto o receptor pode estar
presente nos nervos aferentes primérios, enquanto que 0s receptores H; aparentemente
apresentam localizagdo no sistema nervoso central e sdo responsaveis pela liberagio de
histamina neste local. Os receptores histaminicos sdo associados 3 proteina G e seus efeitos
sdo mediados através do aumento da concentracdo do AMPc (Monofosfato Ciclico de

Adenosina). Dependendo do tipo de tecido, a histamina estimula a sintese de NO via
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receptor H; ou H; (Izzo ¢ col., 1998; Schaefer e col, 1998; Tozer e col., 1999; Backker e
col., 2001; Herbert € col., 2001).

Os antagonistas histaminicos possuem beneficios terapéuticos em diversos estados
patologicos. Os antagonistas do receptor H; sdio amplamente utilizados para aliviar os
sintomas de reagBes alérgicas. Antagonista do receptor H; sdo utilizados para tratar tlceras

gastricas (Tozer e col., 1999; Backker e col., 2001).

SEROTONINA

A serotonina (5-hidroxitriptamina - 5-HT), é uma amina vasoativa oriunda da
descarboxilagio do aminoacido triptofano. E encontrada nas células enterocromafins do
intestino, nas plaquetas e cérebro. A sua ac3o estd relacionada a presenca de receptores
celulares para 5-HT, sendo trés os tipos mais conhecidos: 5-HT;, 5-HT; e 5-HT:. O
receptor 5-HT; € o mais recente membro identificado, ¢ como os outros receptores €

acoplado a proteina G, ativando a adenilato ciclase (Vanhoenacker e col., 2000).

A serotonina é um dos mediadores da dor e da inflamagio. Na periferia, sua principal agdo
¢ na hemostasia. Apés a lesdo vascular, ela ¢ liberada por plaquetas juntamente com
tromboxano A, (TXA;) potencializando a agregacio plaquetéria, promovendo a
vasoconstricdo da musculatura lisa vascular, favorecendo a hemostasia. A 5-HT ndo &
quimiotatica para células inflamatdrias, mas produz hiperalgesia pela aclo direta em nervos
aferentes primérios via receptor 5-HT;4 e 5-HT,, sensibilizando fibras nervosas intradentais

(Giordano e col., 1998; Siqueira e Dantas, 2000; Voog e col, 2000).
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CININAS

Em 1949, Rocha e Silva descreveu a existéncia de uma nova substincia relaxadora de
musculo liso, liberada no plasma que foi chamada de bradicinina (BK) (Rocha e Silva e
col., 1949). As principais cininas sio a bradicinina e a calidina, sendo que a calidina pode
converter-se em bradicinina pela aminopeptidase plasmética. A bradicinina é a molécula de
maior atividade biolégica do sistema das cininas, ela é um peptidio composto por nove
residuos de amino4cidos, sua sintese depende da ativaciio do Fator de Hageman (fator XII
da cascata de coagulagdo), que é ativado por lesdo tissular, endotoxinas liberadas por
bactérias, infecgdes virais, heparina. (O Fator de Hageman converte a pré-calicreina
plasmaticana em uma enzima ativa calicreina, esta cliva o cininogénio (glicoproteina
plasmética de alto peso molecular) em bradicinina, esta tem meija-vida curta (15 segundos)
pois € rapidamente inativada por cininases que a hidrolisam (Saleh e col., 1998; Linardi e
col., 2000; Medeiros e col., 2001).

A BK, quando se liga a trés tipos de receptores By, By e Bs, tem agdo potente sobre o
aumento da permeabilidade vascular, na vasodilatagio e na quimiotaxia de células
inflamatdrias. O receptor B, é amplamente distribuido nos tecidos periféricos e central, é
constitutivo e medeia a maioria de efeitos fisiolégicos das cininas (Medeiros e col., 2001).
O receptor B; ¢ induzido rapidamente em condigbes patolégicas pela agio de agentes pré-
inflamatérios como citocinas ou LPS. A BK, ativando os receptores B,, estimula a
produgdo de prostaglandina E, (PGE,), PGl ¢ a liberagZo de citocinas como a IL-1g, IL-6,
IL-8 € TNF-a. (Calixto e col., 2000; Tkeda e col., 2001; Medeiros e col., 2001).

A BK também estd envolvida em estados patologicos como asma, alergia, artrite
reumatdide, tendo papel importante na manutencao da pressdo sangiiinea sistémica devido a
vasodilatagdo que provoca, também estando diretamente envolvidas na inflamacio
neurogénica, através da ativagio das fibras sensitivas aferentes (fibras C), que conduzem o
estimulo 4lgico e conseqiiente produgio de neuropeptideos como a substincia P (Calixto e
col., 2000).
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ATP (trifosfato de adenosina)

Alguns estudos sugerem que o ATP extracelular ¢ um importante mediador vascular da
inflamac8o. Liberado pelas células endoteliais, modula a perfusdo vascular, promovendo a
agregacio plaquetdria e regulando a funcdo dos neutréfilos. Acredita-se que odano as CE ¢
a principal causa para a alta concentracdo extracelular de ATP no local da inflamacio
(Bodin e Burnstock, 1998). Cockayne e colaboradores investigaram a hipétese que o ATP

liberado das células de tecidos injuriados excitam neurdnios sensiveis a dor (Cockaine,
2000).

SISTEMA COMPLEMENTO

As proteinas do sistemna complemento sfo sintetizadas em macrofagos e células Kupffer do
figado. A ativagdo do sistema complemento (C1-Co) efetua-se em duas vias (classica ¢
alternativa). A ativagdo da via alternativa ocorre nas primeiras horas apés a infecgdo local,
induzindo vérios efeitos bioldgicos como: citélise de MICroorganismos, opsonizacio
(ligam-se a superficie de microorganismos favorecendo a sua fagocitose), liberaciio de
histamina, LTs, PGs e quimiotaxia de leucécitos. Na ativagio da via classica pelo complexo

antigeno-anticorpo, o sistema complemento medeia a resposta imune especifica (Siqueira e
Dantas, 2000; Monsinjon e col., 2001).

As anafilatoxinas C3a e C5a sio peptideos bioativos gerados através da clivagem de C3 e
C5 respectivamente. S#o liberados em diversas condi¢des patoldgicas como doenca
autoimune, trauma e sepsia. O C5a é um poderoso agente quimiotatico de neutrofilos; € um
potente mediador pré-inflamatério que induz a contragdo do musculo liso, aumentando
assim a permeabilidade vascular; é também um potente indutor de citocinas (TNF-a,, IL-1,
IL-6 e IL-8), atuando sobre os neutrofilos, gerando radicais téxicos de oxigénio
intensificando o processo inflamatério. A fragio C3a nio é quimioatitica de neutréfilos,

mas medeia a migragio de eosinéfilos, induz a liberagio de mediadores mastocitarios,
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aumentando a permeabilidade vascular, atuando também como opsonina (Jagels e col.,
2000, Sabu e Lambris, 2000; Monsinjon e col., 2001).

EICOSANOIDES

Os eicosandides modulam diversos processos fisiolégicos como por exemplo a ovulagio,
resposta imune e a mitose. Mas sua excessiva produg¢do leva a processos patolégicos como
inflamacfo, alergia, cancer e doengas cardiovasculares. S#o derivados do 4cido
araquidénico (AA), que é um 4cido graxo poliinsaturado de 20 carbonos, originado da dieta
ou da conversdo do 4cido linoléico (4cido graxo essencial). O AA ¢ liberado dos
fosfolipidios de membrana pela enzima fosfolipase A; (PLA;), apés estimulos mecanicos,
fisicos ou quimicos. Existem duas formas de PLA,, uma encontrada intracelularmente e
outra presente nos liquidos extracelulares. E principalmente a forma intracelular que age
ndo apenas no AA, mas também 2 lisogliceril-fosforilcolina (liso-PAF), que ¢ o precursor
de outro mediador da inflamagio — o fator de ativagdo de plaquetas (PAF). Uma vez
liberado, 0 AA ¢ metabolizado por diversas vias — da enzima ciclooxigenase (COX)
também chamada de PGH sintetase, que d4 origem s prostaglandinas e tromboxanos; e por

varias lipoxigenases, que originam os leucotrienos e lipoxinas (Bedick e col., 2000; Kam ¢
See, 2000; Yedgar e col., 2000).

A inibigdo da PLA; é uma boa estratégia terapéutica no tratamento de doencas
inflamatérias, pois resultaria na supressio de diversas classes de mediadores pré-
inflamatérios (PGs, LTs, PAF, Lyso-PL,) (Y. edgar e col., 2000),

Existem dois tipos de COX: A COX-1 é constitutivamente expressa pela maioria dos
tecidos, atna em processos fisiolégicos, sintetizando prostaglandinas, que regulam a
homeostasia vascular, a fungio gistrica e a fungdo renal. J4 a COX-2 ¢ induzivel por dano
tecidual, por citocinas, LPS, fatores de crescimento. Esta envolvida na produciio de PGs

que atuam em processos inflamatérios (Kam e See, 2000; Woods e col., 2001).
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As COXs convertem o AA ao endoperdxido ciclico PGG,, que € em sequéncia convertido
enzimaticamente por uma peroxidase a PGH, endoperdxido, a PGH; . As etapas
subsequentes diferem em diferentes células. Nas plaquetas, a via leva 2 sintese de TXA,, ao
passo que no endotelio vascular, conduz 4 sintese de PGI e, nos macrofagos, resulta em
sintese de PGE; (Lands, 1981)

As prostaglandinas PGIL, e PGE,, sio potentes vasodilatores que também potencializam o
aumento da permeabilidade vascular; ambas causam algesia por aumentar a permeabilidade
vascular, o que resulta na formagio de edema que comprime fibras nervosas, além de
potencializar a atividade algica da bradicinina; estimulam a producio de esterdides na
adrenal, liberando corticdides que participam do processo inflamatério; possuem acio
citoprotetora gastrica, reduzindo a secregfio 4cida, aumentando a secrecdo de muco e
bicarbonato e produzindo vasodilatagio na mucosa gastrica. PGI, e TXA; possuem efeitos
opostos, enquanto PGl é um poderoso agente antiagregante plaquetério, o TXA; ¢ um
mediador importante na obteng3o da hemostasia, pois é um potente vasoconstritor e é um

ativador da agregagio plaquetaria (Cirino, 1998; Kam e See, 2000; Oketani e col., 2001).

Os antiinflamatérios ndo esteroidais (NSAIDs) sdo utilizados no tratamento da dor e
inflamag8o e, mais recentemente, no tratamento do Mal Alzheimer e do cancer. A inibigdo
da COX ¢ consequentemente da sintese de PGs é o mecanismo descrito por Vane (1971)
para explicar as propriedades antiinflamatérias e analgésicas dos NSAIDs. Como inibem a
sintese de PGE; renal, seu uso continuo pode diminuir a perfusdo sangiiinea deste dérgio
resultando em vasoconstri¢io, isquemia e culminando em insuficiéncia renal aguda, pois,
além de interferir no metabolismo de 4gua e sddio no tibulo distal, resultando em excessiva
retencdo destes; influencia o controle da pressio arterial em pacientes que consomem anti-

hipertensivos (Vane, 1971; Brooks e O Day., 2000; Mazario e col, 2001; ¢ Whelton, 2001).
Na ultima década foram desenvolvidos inibidores seletivos da COX-2, com objetivo de

diminuir os efeito indesejaveis da inibigiio da COX-1, porém, a experiéncia clinica com

esses inibidores ¢ ainda insuficiente. No entanto, estudos sugerem que os inibidores da
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COX-2 ndo sio melhores do que os tradicionais NSAIDs em reduzir a dor
muscoesquelética e inflamagfo, pois produzem os mesmos efeitos que os inibidores da
COX-1, a vantagem seria a diminui¢do dos efeitos adversos, como a gastrotoxicidade
(Brooks e O Day , 2000; Yedgar e col., 2000).

Os leucotrienos sdo derivados lipidicos formados pela oxidagdo do AA no Carbono 5, por
intermedio da enzima S5-lipoxigenase, levando a formagdo do eicosandide 5-
hidroxiperoxieicosatetraendicos (5-HpETE), este ¢ por fim metabolizado em leucotrienos.
O LTA, é transformado em LTB, através da LTA, hidrolase que catalisa a adi¢io de agua
no LTA,. O LTB, ¢ precursor de uma importante classe de leucotrienos contendo cisteinil:
LTC4, LTDy e LTE, (cisteinil-leucotrienos). Estes cisteinil leucotrienos conhecidos como
“substdncia de reagdio lenta da anafilaxia” (SRS-A), que gerada no pulmio, é um
importante mediador envolvido na asma e outras reagdes de hipersensibilidade imediata,
sendo liberada por mastécitos, baséfilos e macrofagos, causam vasoconstri¢io,
broncoespasmo ¢ aumento da permeabilidade vascular. O LTB;s ¢ um potente quimiotatico
de PMN, além de aumentar a permesabilidade vascular, A inibigdo da enzima COX por
NSAIDs pode aumentar a quantidade se AA disponivel para ser metabolizado pela

lipoxigenase, com conseqiiente aumento da sintese de LTs (Hevko e Murphy., 2001;
Oketani e col., 2001)

COX-2 X CANCER

A enzima COX-2 ¢ induzida por vérios estimulos como por exemplo, os promotores de
tumores. Estudos recentes sugerem que o tratamento de pacientes com os tradicionais
NSAIDs, diminuiu o risco de cancer de célon. Como a COX-2 ¢ expressa em numerosas
linhagens celulares cancerigenas, incluindo de prostata, estdmago e de célon cresceu o
interesse em inibidores seletivos da COX-2. Observou-se que a grande quantidade de COX-
2 esta relacionada com a tumorogénese, anormalidades do ciclo celular, na progressio do

tumor e com metastase de células cancerigenas humanas. Esta enzima pode promover o
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desenvolvimento de células cancerigenas por véarios mecanismo como: geracdo de radicais
livres e carcinogénios; aumento da proliferaciio celular; diminui¢3io da apoptose; induciio
da angiogénese. Portanto, inibidores seletivos da COX-2 podem desempenhar um papel
importante na quimiopreven¢io e tratamento do cancer prostatico (kirschenbaum e col.,
2001; Myers e col., 2001; Sjédahl, 2001).

A PGE; tem papel importante no cincer prostitico humano. O mecanismo ainda ndo é
conhecido, mas estudos sugerem que ela possa modular varias respostas imunes, inibindo a
atividade do supressor neoplasico, estimulando a proliferacdo celular epitelial ¢ a

angiogénese (Sjddahl, 2001; kirschenbaum e col., 2001; Myers e col., 2001).

CITOCINAS

Séo glicoproteinas soliveis de baixo peso molecular que sdo potentes em baixas
concentragdes. Quando se ligam a receptores especificos de superficie celular, iniciam seus
multiplos efeitos, como a sintese de outras citocinas, regula¢dio da resposta imune, sendo
ainda mediadores da inflamagio, regulagio do crescimento e maturacdo celular,

cicatrizago tecidual e formagfo de vasos sangiiineos (Mayers e Johnson, 1998; Dunlop e
Campbell, 2000; Szelényi, 2001).

Funcionalmente, as citocinas sio classificadas em pré-inflamatérias (IL-1, IL-8, TL-12 ¢
TNF-0) e anti-inflamatérias (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10). Em macrofagos que é a maior fonte
de citocinas durante a inflamaciio, existem uma forte predomindncia citocinas
antiinflamatorias. Na primeira fase da inflamagiio, as citocinas que controlam a infiltracio
leucocitéria nos tecidos especialmente de neutréfilos sio: TNF-a, IL-1, IL-8. A IL-8 é um
poderoso agente quimiotatico. Entre os principais efeitos inflamatérios da IL-1 estio a
estimulacdo da sintese de PGs e da reabsorgdo Ossea; a ativacio de macréfagos;
quimiotaxia para neutréfilos e inducio de febre, por isso intensificou-se pesquisas de

citocinas anti-inflamatérias e inibidores especificos de citocinas, no tratamento da
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inflamac®o e na febre, pois acredita-se que a IL-1 ¢ TNF-q, estejam envolvidas diretamente

na febre (Sugita e col,, 1998; Matsukawa e Yoshinaga, 1998; Opal e DePalo, 2000;
Szelényi, 2001).

O TNF-o ¢ uma potente citocina pro-inflamatéria que durante a resposta imune ou
inflamag@o ¢ sintetizada e liberada por monocitos e macroéfagos. Ela estimula, em células
endoteliais, a expressdo de moléculas de adesdo de neutrofilos, estimula a producfo de I1-1
¢ IL-6. Evidéncias apontam para seu papel na manutencio da hiperalgesia, o efeito algico ¢
devido a sensibilizagio dos nervos aferentes primérios (fibra C), diminuindo o seu limiar

nociceptivo, aumentando também o extravasamento do plasma no processo inflamatério
(Junger e Sorkin, 2000).

FATOR DE AGREGACAQO PLAQUETARIA (PAF)

O PAF ¢ um acetilglicerol éter fosfocolina, derivado da familia dos fosfolipidios. As
ptincipais células envolvidas na producio do PAF sio células endoteliais, neutrofilos,
eosinofilos, mondcitos e plaquetas em resposta a estimulos como mediadores quimicos,
trombina, colageno e peptideos quimiotaticos. Pode atuar sobre vérias células por meio de

ligagdo a receptores especificos, associados a proteina G (Kilgore e col., 1998; Ishii e
Shimizu, 2000; Marathe e col, 2000).

O PAF pode promover vasodilatagio e aumento da permeabilidade vascular; sua agdo sobre
plaquetas consiste na inducio da agregacdo, favorecendo a obten¢fio da hemostasia apos
lesdo vascular. Alguns antagonistas do PAF tem sido pesquisados como agentes

aitiinflamatdrios como por exemplo o BN52021 (Ishii e Shimizu, 2000; Tiemann e col.,
2001).
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OXIDO NITRICO (NO)

Em 1980 foi descoberto o "fator relaxante derivado do endotélio” (EDRF) (Furchgott ¢
Zawadzki, 1980). O gas mondxido de nitrogénio (6xido nitrico - NO) € considerado o mais
importantz representante do EDRF. Desde entio, um grande mimero de estudos
experimentais sugerem a importincia do NO na funcio cardiovascular (Furchgott e

Zawadski, 1980; Janero, 2000; Goumas ¢ col., 2001).

O NO ¢ derivado por oxidaciio da L-arginina (amino-cido semi-essencial encontrado em
peixes e frangos), possui um elétron n#o pareado, tornando a molécula altamente reativa. A
formagdo do NO ¢ catalisada por uma familia de enzimas NO sintetase (NOS). O NO ¢
sintetizado através da ativagio de células endoteliais, que sio ativadas por stress ou por
certas substancias (como acetilcolina, substancia P, bradicinina, histamina, serotonina) que
agindo em receptores endoteliais especificos levam a expressio NO sintetase. Foram
identificadas trés tipos diferentes de NOS: 1.) A NOS I ¢ expressada constitutivamente nos
tecidos nervosos central e periféricos é calcio-dependente e produz NO em baixas
concentragdes; 2.) O NOS II ou iNO ¢ induzido por citocinas nos processos inflamatérios,
produz grandes quantidades de NO e ¢ calcio independente; 3) A NOS IO ¢
constitutivamente expressa em células endoteliais ¢ converte a L-arginina em NO (Janero,
2000; Goumas e col., 2001).

O NO modula uma variedade de processos bioldgicos como indugdo/ativacdo de genes,
apoptose, resposta imune, inibicdo de plaquetas e relaxamento do musculo liso, no trato
gastrointestinal (TGI) controlando o muco e a secregio de bicabornato, regulando o fluxo
sangiiineo da parede do TGI, agindo como um agente aintiinflamatério local. Por esse
motivo o NO ¢ considerado um forte candidato terap8utico para reduzir a toxicidade dos
NSAID (antiinflamatérios-nfio esteroidais) no TGI (Janero, 2000). O NO modula a

permeabilidade vascular em resposta a adenosina-5-difosfato e bradicinina (Mayhan ,1992).
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Quando a INO produz NO em grandes quantidades, causa vasodilatacfio excessiva com
conseqiiente hipotengdo e perda do t6nus vascular. A efetiva inibigdo da acumulaciio de NO
induzido pelo estimulo inflamatério pode representar uma benéfica estratégia terapéutica.
Sendo assim ¢ possivel inibir a iINOS usando um andlogo como a Aminoguanidina, O NO
quando excessivamente produzido também reage com radicais livres prejudicando o
funcionamento normal dos tecidos, por exemplo reage com o radical 4nion superéxido
formando o oxidante peroxinitrito (ONOO-) (Mayers e Johnson, 1998; Janero, 2000; Xiong
e col., 2000).

Fisioldgicamente 0 NO ativa a enzima guanilato ciclase e inicia a gerag¢io intracelular
enzimdtica de segundos mensageiros, como o guanosina monofosfato ciclico (¢GMP). Em
contrapartida, cGMP inicia uma cascada de ativago enzimética de proteinas quinases, que
regulam muitos processos fisioldgicos. Como a preducdo excessiva de NO ¢é prejudicial, a
insuficiéncia de NO também ¢ prejudicial, principalmente para o sistema cardiovascular,
para a pressao sangiiinea, para a homeostase dos vasos sangiiineos, levando a hipertensio e
arterioesclerose. A partir de 1879 iniciou-se o uso disseminado de "nitroglicerina"
(trinitrato de gliceril), a nitoglicerina aumenta a producdo de NO, usado para tratamento de
hipertensio e arterioesclerose (Janero , 2000; Ramamurthi e col., 2001).
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MATERIAL QUIMICO
Drogas

Carragenina (tipo IV); dexametasona; indometacina ( Sigma Chem. Co. — USA), heparina
(Liquemine — Roche, Brasil); bradicinina; histamina; Naja naja kaouthia lectin; Composto
48/80 ( Sigma Chem. Co. — USA); dipirona sédica (Hoechst Marion Roussel S/A
Brasil); morfina. (Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda). Todas as drogas foram
solubilizadas em solucio salina (NaCl 0,9%). Na dissolucio da indometacina usou-se

0,5% de tween 80.

Solventes ¢ Reagentes

Diclorometano (Merck®); Etanol (Merck®); metanol (Merck®); éter de petréleo (Nuclear),
éter etilico (Nuclear); acetato de etila (Merck®); acetona (Chemco); tween 80 (Labsynth —
Brasil); cloreto de sodio (Labsynth — Brasil); Alcool etilico absoluto {(Labsynth — Brasil);
hexano (Merck®); acido acético glacial (Merck®); 4cido sulfiirico {Chemco); dleo de
créton (Botica Veado d’ouro); silicagel Fasy (Merck®); sulforrodamina B; tampdo tris base

{(Sigma Chem Co — USA); éter etilico (Nuclear).

LINHAGENS CELULARES.

As células utilizadas neste trabalho sfo originarias de neoplasias humanas e foram cedidas
a0 CPQBA pelo “National Cancer Institute” (NCI - USA) (Tab. 1). As células foram
mantidas em frascos de cultura de 25 em® (Nunc®), com 5 mL de meio RPMI (Gibco®)

suplementadas com 5% de soro fetal bovino (SFB), incubadas a 37 °C, com 5% de CO, e
100% de umidade.
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Tabela 1. Linhagens celulares tumorais humanas utilizadas

Tipo celular Nome
Pulmio NCI-460
Marna MCF7
Mama NCEADR ™
Melanoma UACC-62
Ovario OVCAR-03
Cdlon HT-29
Prostata PC-03
Leucemia k-562
Renal 786-0

*linhagem celular que expressa o fendtipo de resisténcia a multiplas drogas.

ANIMAIS

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) e
mantidos em camaras com temperatura controlada (23+2° C) em ciclos claro-escuro de 12
horas, com agua e ra¢o ad libitum. Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos,
adultos (25-35g) ou ratos Wistar aclimatados s condigdes do laboratério por 7 dias, sendo
agrupados ao acaso, em grupos de até 8 animais submetidos a jejum de 12 horas. Todos os
experimentos foram desenvolvidos seguindo normas que envolvem cuidados com animais

de laboratério ¢ normas éticas para o seu uso em experimentos com dor (Porter, 1992;
Fraser, 1999).
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METODOS

PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

1.) Obtencio dos Extratos Brutos de Cordia curassavica

Para obtencdo do extrato bruto 1,5 kg das partes aéreas, secas e moidas, de C. curassavica,

foram submetidos a maceragio dindmica por um periodo de 4 horas, com 8L de solvente.

Apos a decantagdo os 8L de solvente foram renovados para um novo periodo de 4 horas de

extragdo. Esse procedimento foi repetido mais uma vez. Apés a filtraciio, todo volume extraido

foi concentrado sob vacuo até a completa eliminagio do solvente, dando origem ao extrato

bruto do solvente utilizado. Para obtengfo desses extratos foram utilizados éter de petrdleo,

diclorometano ¢ etanol. (Figura le 2)

Folhas frescas de

C. curassavica
1,5kg

Extracao CH,C1 ,

Filtracdo / Evaporacio

Extrato Bruto Diclometanico
EBD
(29,0g)

Residuo

Extracfio - Etanol
Filtragdo/ Evaporacio

Extrato Bruto Etandlico

EBE
(30,02)

Figura 2: Procedimentos realizados para a obtengio do EBD e EBE.
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Planta seca e moida
4kg

3x 3 L scetonz

Filtracde / Evaperacio

Residec {descarie)

Exfrato Brute Acetéaico

1L £«OH 80%
24hs { Filtragio com celite

| ]

Residuo (descarte) Extrato Efanslico 80%

Evapora¢do do etansl sob vicus

g Fragio Aquosa {remanescente} §
3 x Eter etilico 1568 mL g

1 /

Fracio Aquosa {descarte 5 Fracio orglnica §

Recristalizacfio

ARTEMETINA
{760 mg}

Figura 4: Procedimentos realizados durante o isolamento da fracfo rica em artemetina.

Figura 5: CCD das fragles {A) artemetina, (B) EBD, (C) EBE e (D) EBP obtidas de Cordia

CHFASSAVICA,
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Folkas frescas de
C. curassavica
750¢

_ Extragio
Eter de Petrdleo

Filtragio / Evaporacgio

Extrato Bruto Residuo
Eter de Petrdleo - EB?P
12,0g
Descarie

Figura 3: Procedimentos realizados para a obtenc¢io do EBP

2.) Obtencdo da fracfio rica em artemetina de Cordia curassavica

A artemetina fol isolada do extrato acetdnico de . curassavica, por precipitacdo das
clorofilas e graxas e posterior separacio cromatografica em coluna de silica-gel, com
gradiente de hexano/acetato de etila. A fragdo contendo artemetina foi cristalizada em
pentano fornecendo um cristal amarelo com ponto de fusio na faixa de 154-155°C. A
estrutura guimica da artemetina foi confirmada por comparacdo dos dados obtidos em
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio ¢ carbono 13, com os dados da literatura

{Shilin e col, 1989). (Figura 4)
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3.) Fracionamento do EBD de Cordia curassavica.

O EBD (10g) foi purificado por cromatografia em coluna seca utilizando silicagel como fase
estacionaria, colocada em um tubo de celulose (&= 3cm, 30cm de altura). Esta coluna foi
chuida com Hexano/Acetato de etila 15%. A coluna fol cortada em 5 fragdes de 6¢m cada,
extraidas com acetato de etila, filtradas em funil de placa porosa e evaporadas sob vicuo,
fornecendo as fragSes que foram denominadas de 1 a 5. As fragdes foram agrupadas por
apresentar perfis cromatograficos semelhantes fornecendo uma fragiio FA-(8g) que foi
repurificada por cromatografia em coluna, utilizande silicagel como fase estaciondria, ¢ fase
moével Hexano/diclometano com gradiente de variagdo de 1%. As fracdes eluidas foram
agrupadas em 13 fragbes distintas conforme seus perfis cromatograficos em cromatografia de
camada delgada (Hexano/Acetato de Etila 15%) e seqliénciaimente foram reunificadas em S
fragBes principais para teste denominadas: Frago superior (FS-fragfio apolar), fracio média
(FM-fragdo de média polaridade), frago inferior (FI)-fragio polar) e fragSes intermediarias
denominadas: fragdo 30 (F30) ¢ fracdo 39 (F39).

EBD de C. curassavica
16g

Colunz Sees
Efuenie: Hexana/Acetato de Etila 15%

] |
T T

FHirsgldo cm placs porasa
M opitoradae per CLD

Crematografia em Coluna
Eiuente: Hexano/Diclorsmetana
Gradiente de Variagdo 1%

Fi re F3 F4 3 Fs F7 s 28] Fip Fli Fi2
; Fi
Fs v Fi0 F39 15
580 mg 288 myg t1dmg 290 mg L

Figura 6: Fluxograma das fracdes resultantes da purificacio de EBD de Cordia curassavica:
s, FM, FI, F30, F39.
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FS FM FI F30 F39

Figaura 7: CCD das fragSes FS, FM, Fl, F30 e F39 resultantes da purificagfio por
cromatografia do EBD de Cordia curassavica, utilizandoe como sistema de
solvente uma mistura de Hexano/Acetato de etila 153% e como revelador

P e TAle]

At Ao
SR T<ERE LI LU-LN

4.) Fracionamento da fracio de média polaridade de Cordia curassavica

O EBD (90,30g) foi submetido a separagio por coluna filtrante em coluna de inox. Como
fase estaciondria foi utilizada silicagel (833g) ¢ como ecluentes 3 misturas distintas de
hexano e acetato de etila (H:Ac). A eluigBo da coluna foi iniciada com hexano (10 litros),
sendo recothidas 2 fracOes, sequéncialmente aumentou-se a polaridade para H:Ac 5% (10

£

TP ST I
ragtes ot

litros), H:Ac 10% (10litros) e no final acetato de etila puro (10 litros). As tidas
foram analisadas por cromatografia em camada delgada de silica gel (CCD), eluidas com
Hexano/Acetato de etila 15% e reagrupadas conforme seus perfis cromatograficos. As
fracBes 3-4-5 foram agrupadas fornecendo 9,67g de fragfo denominada Fracdo Média
(FM). Esta fragBio (FM) foi submetida a uma separacfio por cromatografia em coluna
utilizando Hexano/diclorometano com gradientes de variagfic de 1% como eluente. As

fragdes resultantes foram agrupadas conforme seus perfis cromatograficos fornecendo 13
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fragBes distintas. Destas foram escothidas as fragdes F1, F3, F4, F6, F§ e F11l para

submeter ao teste de atividade antiproliferativa in vitro.

EBD
(90,3 ¢
Eluentes: 1. Hexano (101) Separagio por Coluna Filtrante
2. Hexano/Acetato de Etila 3% (10L) silica §33g
3. Hexano/Acetato de Etila 109 (10L)
4. Acetato de Etila (10L)
1 2 F3 F4 F3 Fé F7 33
155¢ 1 17.3¢ 177¢ Fo1ise 10 15,3
Separacio por cromatografia em coluna
Eluente: Hexano/diclorometano - gradiente de
variagio 1%
Fl F2 3 |7 Fs F5 | F¢ F7 F8 o Fio Fit F1z F13
144mg 9dmg i2img 144mg 1 I5mg 136mg 12lmg 1000mzg | 49mg 430mg H7mg 126my 879mg
Teste Teste Lﬁ’ﬁfﬂ este Teste Teste

Figura 8: Fluxograma de obtengfo fragdes (F1, F3, F4, F6, F8, F11) resultantes da purificagio

do EBD de Cordia curassavica
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FM F1 F3F4 FGE8 FIl

Figura 9: CCD das fragSes FM, FI, F3, F4, F6, F8 e F11 resultantes da purificagdo por
cromatografia do EBD de Cordia curassavica, utilizando como sistema de
solvente uma mistura de Hexano/Acetato de etila 15% e como revelador

anisaldeido.

5.) Fracionamento da F6 de Cordia curassavica

O EBD (30,0g) foi submetido a separacio por coluna filtrante em coluna de inox. Como
fase estacionaria fo1 utiizada silicagel (280g) e como eluentes 3 misturas distintas de
hexano e acetato de etila (H:Ac). A eluigfio da coluna foi iniciada com hexano (3,5 litros),
sendo recolhidas 2 fragBes (F1 ¢ F2), sequéncialmente aumentou-se a polaridade para
H:Ac 3% (3,5litros) sendo recolhidas 2 fragBes (F3 e F4), H:Ac 10% (3,5 litros) sendo
recolhidas 2 fragdes (F5 e F6), e no final acetato de etila puro (3,5 litros) sendo recothidas
2 fragles (F7 e F'8). As fragBes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada
delgada de silica gel (CCD), eluidas com Hexano/Acetato de etila 15% e reagrupadas
conforme seus perfis cromatograficos. A fraglo 4 foi submetida a uma separagio por
cromatografia em coluna flash utilizando Hexano/Acetato de etila 15%. As fracdes

resultantes foram agrupadas conforme seus perfis cromatograficos fornecendo 4 fracBes
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distintas. Destas foram escolhidas as fragdes Fa, Fy, Fr para submter ao teste de atividade

antiproliferativa in vitro.

EBD
(30,02}
Eluentes: 1. Hexano (3,51)

2. Hexano/Acetato de Etila 5% (3,5L) Separacio por Coluna Filtrante

3. Hexano/Acetato de Etila 10% (3,5L) silica 280g

4. Acetato de Etila (3,5L)

F1 F2 F3 F4 F5 Fé F7 F8
3,0g 5.3g 2,15g 2%g 327 [ 208 [y3s5e [ 43

Separagido por cromatografia em Coluna Flash
Eluente: Hexano/Acetato de etila 15%

Fi - I,32ma

, | [
. | Teste ] Teste

Figura 9: Fluxograma de obtengdo fragdes Fo, FB, Fy e Fr resultantes da purificagdo do EBD

de Cordia curassavica

Analise cromatografica -Cromatografia em camada delgada

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em cromatofolhas de aluminio
(Merck artigo 1.0554) de dimenses 20 x 20 cm com silicagel 60 F254. A deteccio dos
compostos foi feita por irradiagio com lampada UV a 254 nm, com posterior pulverizacio com

solugdo acido acético: 4cido sulfiirico: anisaldeido (50:1:0,5) seguido de aquecimento.
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TESTES DE ATIVIDADE FARMACOLOGICA

1.) TESTE DE ATIVIDADE GERAL (Screening Hipocratico)

Grupos de seis camundongos Swiss foram tratados com os extratos brutos (EBE ¢ EBP e
EBD) de C. curassavica por via oral e intraperitoneal nas doses de 1000, 1500 e 2000
mg/kg; um grupo utilizado como controle positivo foi tratado com morfina (20 mg/kg). Os
extratos foram diluidos em salina 0,9% e um animal em cada grupo foi tratado com salina.
Os efeitos gerais foram observados mantendo-se os animais em deambulacio livre sobre

uma superficie plana por um periodo de cinco horas, e apos 24 e 48 h (Malone,1977).

2.) ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
2.1.) Teste das contorc¢des abdominais induzidas pelo acido acético

Grupos experimentais de 6 camundongos Swiss, submetidos a jejum de 12 horas, foram
tratados com veiculo (solugdo NaCl 0,9%, 10 ml/kg), com indometacina (10mg/kg) como
controle positivo, € com o EBD de C. curassavica por via oral nas doses de 100, 300 e
1000mg/kg. Apds uma hora, os animais receberam acido acético 1,2% (0,1mI/10g i.p.). As
contragbes da parede abdominal seguidas de torgbes do tronco e extensio dos membros

posteriores foram contadas durante 15 minutos de avaliacio experimental (Rates e
Barros,1594).

2.2.) Teste de algesia induzida por calor

Grupos experimentais de 8 camundongos Swiss, submetidos a jejum de 12 horas, foram

tratados pela via intraperitoneal com veiculo (solugdo NaCl 0,9%, 10 mL/kg), com morfina
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(20mg/kg i.p) como controle positivo e com o EBD de C. curassavica nas doses de 100,
300 e 1000mg/kg. Apds 30, 60, 90 e 120 minutos desta administragdo, os animais foram
submetidos ao estimulo algico em placa quente com temperatura controlada de 56,5 +
0,1°C, até que apresentassem o reflexo doloroso caracteristico (lamber as patas dianteiras

e/ou traseiras), quando foi contado o tempo de reagio dos animais até apresentarem este

reflexo doloroso (Woolfe ¢ McDonald, 1944).

3.) ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA
3.1) Edema de pata induzido por carragenina

Neste experimento foram utilizados seis camundongos Swiss (25-30g, em jejum de 12h)
ou seis ratos (125-165g, em jejur de 12h) por grupo, que foram tratados por via oral. Um
grupo foi tratado, com veiculo (solugdo NaCl 0,9%, 10 ml/kg, vo), outro com
indometacina (10 mg/kg, vo), utilizada como controle positivo, ¢ os outros com os extratos
e fragbes da planta. Apds 60 minutos, os animais foram submetidos a uma injecio sub-
plantar de carragenina 1% (0,1 mL) em solugdo fisiologica na pata traseira direita. O
volume da pata do rato/camundongo foi medido imediatamente antes € apds a injecdio do
agente edematogénico € em intervalos pré-estabelecidos, utilizando um aparetho de
hidropletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile, Italia). A pata direita posterior dos animais
foi submergida até o maléolo lateral, em um recipiente contendo uma solugiio salina,
conectado por um sistema de vasos comunicantes a um ouiro menor, contendo um
transdutor de volume ligado a um multimetro digital. As variagdes de volume, mediante a
imersdo das patas no recipiente maior, foram numericamente registrados pelo multimetro
digital nos tempos zero (imediatamente apds a injecic de carragenina) 30, 60, 120, 180,

240 ¢ 300 minutos apés a inje¢do do agente flogistico (Winter € col., 1962).

As respostas edematogénicas foram expressas como aumento de volume da pata (mL),

calculado por subtrac@io do volume basal. Os resultados foram apresentados como média +
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erro padrdo da media, para cada grupo de tratamento ou expressos como porcentagem de
variagdo (aumento ou inibi¢3io) do volume total de edema em comparacdo com O grupo

controle.

3.2) Edema de pata induzido pelo composto 48/80

Grupos experimentais de 6 camundongos Swiss, mantidos em jejum de 12 horas, foram
tratados com vejculo (solugio NaCl 0,9%, 10 mL/kg), com prometazina (6mg/kg) como
controle positivo, e com o EBD de C. curassavica por via oral nas doses de 100, 300 ¢
1000 mg/kg. Ap6s uma hora, os animais foram submetidos a uma injecdo subplantar de 3
ng de composto 48/80, dissolvidos em solugio fisiolégica, na pata traseira direita. O
volume da pata do camundongo foi medido antes e apés a injecio do agente
edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos: 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, utilizando

um hidropletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile, Italia) (Landucci e col, 1995).

As respostas inflamatérias foram expressas como aumento de volume da pata (mL),
calculado por subtragio do volume basal. Os resultados apresentados como média + erro
padrdo das médias, para cada grupo de tratamento e também expressos como porcentagem
de variagdo (aumento ou inibi¢do) do volume total de edema em comparacgio com o grupo

controle negativo.

3.3) Edema de pata induzido por Bradicinina

Grupos experimentais de 6 camundongos Swiss, mantidos a jejum de 12 horas, foram
tratados com veiculo (solugio NaCl 0,9%, 10 mL/kg), e com o0 EBD de C. curassavica por
via oral nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg. Apés 60 minutos, os animais receberam uma
injegdo sub-plantar de 50ug de bradicinina {dissolvidas em solucdo fisioldgica) na pata

traseira direita. O volume da pata do rato foi medido imediatamente antes e apds a injecdio
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do agente edematogénico, € em intervalos pré-estabelecidos: 0, 15, 30, 60, 90 & 120

minutos, utilizando o hidropletismémetro (modelo 7150,Ugo Basile, Italia).

As respostas inflamatdrias foram expressas como aumento de volume da pata (ml),
calculado por subtragio do volume basal. Os resultados foram apresentados como média +
erro padrdo das médias, para cada grupo de tratamento e também €Xpressos como
porcentagem de variacdo (aumento ou inibicfio) do volume total de edema em comparacio

com o grupo controle negativo.

3.4) Edema de pata induzido por fosfolipase A, purificada do veneno de Naja Naja

Grupos experimentais de 6 camundongos Swiss, mantidos em jejum de 12 horas, foram
tratados com veiculo (solugdo NaCl 0,9%, 10 mL/kg), com dexametasona (Img/kg) como
controle positivo, e com o EBD de C. curassavica por via oral nas doses de 100, 300 e
1000 mg/kg. Apds 60 minutos dos tratamentos, foram injetados 10ul de Naja Naja (0,3
mg/mL) na regifio subplantar das patas traseiras direita. O volume da pata do camundongo
foi medido imediatamente antes e apés a injecio do agente edematogénico, € em intervalos
pre-estabelecidos: 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, utilizando o hidropletismdmetro
(modelo 7150,Ugo Basile, Italia) (Versani, 1997).

As respostas inflamatdrias s80 expressas como aumento de volume da pata {mL}, calculado
por subtragio do volume basal. Os resultados sio apresentados como média = erro padrio
das médias, para cada grupo de tratamento e também €Xpressos como porcentagem de
variagio (aumento ou inibigio) do volume total de edema em compara¢do com O grupo

controle negativo.
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3.5) Edema de pata induzido por carragenina em ratos adrenolectomizados (ADX)

Ratos Wistar machos (130-180g) foram anestesiados com pentobarbital e
adrenalectomizados bilateralmente através de incisfo lateral no abddémen. O grupo SHAM,
animais controle (falso operados) foram submetidos a0 mesmo procedimento cirirgico,
sem no entanto serem removidas as adrenais. Apds as cirurgias, os animais
adrenalectomizados (ADX) receberam ad libitum solugio NaCl (0,9%) a fim de serem
evitados os efeitos da auséncia dos mineralocorticéides. Decorrida uma semana do
procedimento cirurgico, os animais foram submetidos ao teste de edema de pata por

carragenina descrito anteriormente (Romay ¢ col., 1998).

3.6) Dermatite induzida por éleo de créton

Neste experimento foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25-35 g,
separados em grupos de oito animais. Estes foram tratados por via tépica com o EBD (1%,
3% e 10%) de C. curassavica, com veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg) e dexametasona (4
mg/kg) ou indometacina (10mg/kg), utilizadas como controle positivo. Apés 60 minutos
dos tratamentos, foram aplicados 20 pl. de uma soluciio de dleo de créton a 5 % em
acetona p.a. na superficie interna da orelha direita. Na orelha esquerda foi aplicado volume
equivalente do solvente (acetona). Apds 4 horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e foram retiradas por¢des padronizadas (6mm didmetro) das duas
orelhas. Cada uma delas foi pesada separadamente e a diferenca de peso foi considerada

como o edema produzido pelo 6leo de créton (Tubaro e col., 1985 e Schintarelli, 1982).

3.7) Modelo de peritonite induzida por carragenina

Neste experimento foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25-35 g,

separados em grupos de seis animais, que foram tratados por via oral com o EBD de C.

74



Dlaterials e Plstodos

curassavica na dose de 1000 mg/kg; com dexametasona (1 mg/kg) e indometacina (10
mg/kg) como controles positivos do teste e como controle negativo foi utilizada uma
solucdo de NaCl 0,9% {10mL/kg). Apds 60 minutos dos tratamentos, os animais foram
submetidos a administragdo pela via intraperitoneal de carragenina 1%. Apés 4 horas,
foram sacrificados € 2 mL de PBS modificado (sem célcio e magnésio) heparinizado ( 10
Ul/mL ) foram injetados na cavidade peritoneal. Em seguida, 60 movimentos de massagem
foram realizados na parede abdominal e a seguir, o lavado peritoneal foi coletado para
contagem do niimero de leucécitos totais migrados, em cdmara de Neubauer (Ferrandiz e
Alcaraz, 1991). Os resultados foram expressos como médias dos nimeros de leucécitos (x

10°/mL) de cada grupo experimental.

4 ) ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

A avaliagdo da atividade anticincer das fragbes extraidas de Cordia curassavica foi
realizada em oito linhagens tumorais humanas (tabela 1). Desta forma, os extratos (nas
concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e 250pug/mL) foram adicionados em placas de 96
compartimentos (Nunc®), contendo uma linhagem por placa. Apds um periodc de
incubagio de 48 horas, (a2 37°C, 5% CO; e 100% de umidade), as células foram fixadas
com &cido tricloroacético 50% (50 pL/compartimento). Apds 60 minutos a 4°C, o 4cido
tricloroacetico foi removido e a seguir as placas foram lavadas com 4gua corrente para,
apos secagem, serem coradas com sulforrodamina B (SRB) a 0,4% (50 pL/compartimento).
O excesso de SRB foi removido das placas ap6s 30 minutos, através de lavagem com 4cido
acético a 1%. Finalmente, o corante foi solubilizado por adigdo de tampio tris base (150
nL/compartimento). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada por leitor de
elisa em 540 nm (Labsystems Multiskan MCC/340). Este método quantifica as proteinas de

modo linear em relagio ao ntimero de células da cultura (Skehan e col, 1990).
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ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram submetidos a anélise de variancia de uma tnica via (ANOVA),
considerando-se como nivel critico p<0,05 para que fosse considerada diferenca

significante entre os grupos controle ¢ tratados, seguida do Teste de Duncan, considerando-

se 0 mesmo nivel critico.
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Resultados

1.) TESTE GERAL DE ATIVIDADE

O EBD nas doses (100, 300 e 1000 mg/kg, vo) nfio produziu sinais de toxicidade
quando comparado aos animais controle, tratados com salina. Os animais tratados com
os extratos pela via intraperitonial nio apresentaram alteracio da coordenacio motora,

diminui¢do do tono muscular ou sedagdo, quando comparado com o grupo controle —
morfina (20 mg/kg).
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2.) ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

2.1.) Teste das Contor¢des Abdominais Induzidas pelo Acido Acético

No grupo controle, previamente tratado com solug3o salina (10mL/kg, v.0.), a injegéo
de acido acético (1,2% em salina 0,9%, i.p.) induziu 37,12+2,28 contor¢des durante
os 15 minutos de avaliagio experimental. O pré tratamento com o EBD (100, 300 ¢
1000 mg/kg v.0) de C. curassavica reduziu o nimero de contor¢des abdominais em
17% (30,8+2,26); 53,4% (17,3£1,34); 64,4% (13,2£1,44) respectivamente. A
indometacina (10 mg/kg, v.0.), controle positivo deste experimento, apresentou uma

redugdo do niimero de contorgdes abdominais em 67% (12,2% 1,27). Os resultados

estdo representados no Grifico 1.
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Grafico 1: Contorgdes abdominais induzidas por acido acético (1,2% em salina) em
camundongos previamente tratados com salina (I0mL/kg, v.0.), com
indometacina {10 mg/kg, v.0.) e com o EBD de C. curassavica. Os resultados
580 expressos em média + erro padrio de 6 animais por grupo experimental.
ANOVA: F(4,35): 32,6 p <0,001.

Teste de Duncan: *p< 0,001.
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2.2) Teste de Algesia Induzida per Calor (Placa Quente)

Nos grupos de camundongos tratados com o EBD de C. curassavica nas doses de
100, 300 e 1000 mg/kg, (i.p.), nfo aumentou o tempo de reagdo ao estimulo algico
térmico ap6s 30, 60, 90 e 120 minutos respectivamente. A morfina (20 mg/kg i.p.),
controle positivo deste experimento, aumentou o tempo de reagfo dos animais em
124%, 103%, 81% e 73% apds 30, 60, 90 e 120 minutos do tratamento. Os resultados

estfio representados no Grafico 2
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Grafico 2: Reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente tratadoes pela via
oral com salina (10mL/kg), morfina (20 mg/kg, v.0.) e com o EBD de C
curassavica. Os resultados estdio expressos em média £ erro padrio de §
animais por grupo experimental ANOVA: F(4,35): Basal: 0,33 p>0,005; 30min:
4,59 p<0,01; 60min: 5,84 p<0,01; 90min: 4,15 p<0.01; 120min: 5,80 p<0,01.
Teste de Duncan: *p<(,01 **p<0,001.
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3.) ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA
3.1 ) Edema de pata induzido por carragenina

3.1.1.) Avaliacfo dos Extratos Brutos.

Neste ensaio foram avaliados os efeitos dos exiratos brutos EBD, EBE, EBP de C.
curassavica (1000 mg'kg v.0.); sobre o decurso temporal da resposta inflamatoria,
mduzida pela carragenina. O EBD reduziu 0 edema em 59% e 38%

apos 4 e 5h da injecio subplantar de carragenina, respectivamente. O EBE reduziu o
edema em 44% apds 4 da administragdo do agente flogistico. O EBP, nas doses
administradas, nfio reduziu o edema. A indometacina (10mg/kg, v.0.), controle
positivo do teste, reduziu o edema em 45 ¢ 44% apés 4 ¢ 5 horas da injegdo do

agente flogistico. Os resultados estido demonstrados no Grafico 3.
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Grafico 3: Efeito da administracdo oral de indometacina e dos extratos: EBD, EBE e EBP,
respectivamente de C. curassavica no modelo de edema de pata induzido por
carragenina em camundongos. Os resultados sfio expressos em média = erro
padrfio de 6 animais por grupo experimental. ANOVA: F(4,50): 30 min: 1,11
>0,05; 1h 0,7 p>0,05; 2h: 3,36 p<0.,05; 3h:1,7 p>0,05; 4k 6,14 p<0,001; 5h:
9,9 p<0,001. Teste de Duncan: **p<0,01; *#**p<0,0601.
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3.1.2) Curva dose-efeito do EBD de O curassavica

A curva dose - efeito do EBD de C. curassavica (100, 300, 1000 mg/kg, v.0.) revelou
que o EBD de 300 mg/kg reduziu o edema em 57% e 43% ap6s 4 e 5h da injecio
subplantar de carragenina, respectivamente. O EBD de 1000 mg/kg reduziu o edema
em em 62% e 69% apds 4 e 5h da injecBo subplantar de carragenina, respectivamente.
A indometacina (10mg/kg, v.0.), controle positivo do teste, reduziu o edema em 45 ¢

48% apos 4 e 5 horas respectivamente, da administragfo do agente flogfstico.
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Grafico 4: A Curva dose-efeiio do EBD de C. curassavica no edema de pata induzido por
carragenina em camundongos. Os resultados s80 expressos em média + erro
padriio de 6 animais por grupe experimental. ANOVA: F(4,25) = 30min:1,12
p>0,05; Th:2,01 p>0,05; 2h: 4,46 p>0,05; 3h:6,8 p<(,001,;4h:22,07 p<0,001; 5h:
27,8 p< 0,001 Teste de Duncan: ** p<0,01 ** p,0,001.
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3.1.3.) Avaliacfio da fracfo rica em artemetina.

Nesse experimento a fracfio rica em artemetina de C. curassavica (30, 100 e 300
mg/kg ,v.0.) nfio produziu inibigdo do edema de pata induzido pela carragenina. A
indometacina, utilizada como controle positivo, reduziu o edema em 41, 56 ¢ 63%

ap6s 3, 4 e 5 horas da injecdo de carragenina, respectivamente (grafico 3).
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Grafico 5: Efeito da administragdio oral de indometacina ¢ da frac8o rica em artemetina de
Cordia curassavica no modelo de edema de pata induzido por carragenina em
camundongos. Os resultados s@io expressos em meédia £ erro padriio de 6
animais por grupo experimental. ANOVA: F(4,25): 30min: 1,85 p>0,05; 1h:
0,79 p>0,05; 2h: 2,73 p>0,05; 3h: 6,27 p<0,01; 4h: 13,7 p<0,001; 5h: 15,73
p<0,001. Teste de Duncan: *p<(,01 **p<0,001.
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3.1.4.) Avaliacio das fracdes obtidas do EBD.

Neste ensaio foram avaliados os efeitos das fracdes obtidas do EBD de (
curassavica: fragio superior, fragdo média, fracio inferior, fracio 30 e fracio 39
(300 mg/kg v.0.) sobre o decurso temporal da resposta inflamatdria, induzida pela
carragenina. A fragio média reduziu o edema em 41%, 49% e 38% apds 3, 4 e 5 hs
da inje¢do subplantar de carragenina, respectivamente. A fracio inferior reduziu o
edema em 36% ¢ 48% apds 4 ¢ 5 hs da administracio do agente flogistico,
respectivamente. A fraclio superior, 30 e 39, nas doses administradas, ndo reduziram
o edema. A indometacina (10mg/ke, v.°), controle positive do teste, reduziu o
edema em 40%, 42% ¢ 55% apds 3, 4 ¢ 5 horas da injeglo do agente flogistico,

respectivamente. Os resultados estio demonstrados na Gréafico 6.
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Grafico 6: Efeito da administraciio oral de indometacina e das fractes: FS, FM, FI, F30 ¢
F39 de ¢ curassavica no modelo de edema de pata induzido por carragenina em
camundongos. Os resultados sfio expressos em média + erro padrio de 6 animais
por grupo experimental. ANOVA:F(6,35): 30min: 0,44 p>0,05; Th: 2,20 p>0,05;
2h: 1,87 p>0,05; 3h: 3,96 p<0,01; 4h: 4,01 p<0,01; Sh: 4,42 p<0,01. Teste de

Duncan: *p<0,05 **p<0,01 ***p<(0,001.
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3.2) Edema de Pata Induzido pelo Composto 48/80.

Neste modelo experimental, o EBD (100, 300 e 1000mg/kg,v.0.} de C. curassavica nio
inibiu o edema de pata induzido pelo composto 48/80. A prometazina (6 mg/kg,v.0.)
utilizada como controle positivo, reduziu o edema em 72% ¢ 71% apds 30 ¢ 60
minutos da administracio do composto 48/80, respectivamente. Os resultados estio

demonstrados na grafico 7.

0,20 -
3,18
0,10 -
0,14 -—&—— Salina 10 mL/kg
012 r -gg— Prometazina émg/kg
) L e EBD 100 mgikg
8 0,19 - —g—EBD 300 me/kg
g 0.08 | s EBD 1000 mg/kg
E L
o 0,06 -
0,04 ¢ o
0,02 T
_ - S
0,00 - ¥ ¥
002 = H ) i : ! : | . ! : 1 . 1 : i
G 15 30 45 ab 75 9G 105 120 138

Tempo (min)}

Grafies 7: Efeito da administrac3o oral do EBD de . curassavica no modelo de edema de
pata induzido pelo composto 48/80 em camundongos, nas doses de 100, 300 ¢
1000mg/kg. Os resuitados s&
por grupo experimental ANOVA: F(4,25): 15 min: 2,19 p>0,005; 30min: 39,35
p<G,001; 60min:12,76 p<0,001; 90min 2,24 p>0,005; 120 min: 1,3 p>0,05.

Teste de Duncan: *p<0,05 **p<0,01 ***p<(,001.
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3.3) Edema de Pata induzido per Bradicinina.

Neste modelo experimental, o EBD de C. curgssavica (nas doses de 100, 300 ¢
1000mg/kg) reduziu o edema induzido por bradicinina em 60 % e 66% nas doses de
300 e 1000 mg/ke apés 60 minutos da aplicagdo do agente, respectivamente. Os

resultados estdo demonstrados no grafico 8.
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Gréfico 8: Efeito da administracio oral do EBD de C. curassavica no modelo de edema de
pata induzido por bradicinina em camundongos, nas doses de 100, 300 ¢
1000mg/kg, via oral. Os resultados sfio expressos em média + erro padifio de 6
animais por grupo experimental. ANOVA: F(3,20): 15min: 1,84p>0,05; 30min:
1,82 p>0,05; 60min: 4,01p<0,05; 90min: 5,28 p<0,01; 120min: 3,10p>0,05.
Teste de Duncan: *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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Resultados

3.4) Edema de Pata induzido pela fosfolipase A; do veneno da Nagja Naja.

Neste modelo experimental, o EBD (100, 300 ¢ 1000 mg/kg,v.0.) de C. curassavica
reduziu o edema induzido pela fosfalipase A, do veneno da Naja Naja em 37 % ¢ 45%
nas doses de 300 e 1000 mgkg apds 60 minutos da aplicacdo do agente; ¢ a
dexametasona inibiu em 42% e 47% apds 30 e 60 minutos respectivamente. Os

resultados estfo demonstrados na grafico 9.
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Grafico 9: Efeito da administragiio oral do EBD de C. curassavica (doses de 100, 300 ¢
1000 mg/kg, v.0.) e da dexametasona no modelo de edema de pata induzido
pela fosfolipase A, do veneno de Najg Naja (0.5 ug/pata) em camundongos. Os
resultados sio expressos em média = erro padriio de 6 animais por grupo
experimental. ANOVA: F(4,25): 15 min: 8,9 p<0,05; 30 min: 6,6 p<0,001; 60
min: 6,2 p<0,01; 120 min: 14.4 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,05 **p<0,01
#xEn<(,001.



Resuliados

3.5 ) Efeito do EBD de Cordia curassavica em ratos Adrenalectomizados

Neste modelo experimental, foram avaliados os efeitos do EBD de C curassavica
(1000 mg/kg v.0.) sobre ¢ decurse temporal da resposta inflamatéria, induzida pela
carragenina, em ratos adrenolectomizados. O EBD reduziu o edema em 45% e 50%
ap6s 4 e Sh da injecfo subplantar de carragenina, respectivamente. A indometacina
(10mg/kg, vo), controle positivo do teste, reduziu o edema em 43 e 48% apés 4 e 5 hs
da injeglo do agente flogistico. A dexametasona (1 mg/kg), reduziu o edema em 50%,

1
57% e 60% apos 3, 4 ¢ 5 horas da injegdo do agente flogistico. Os resultados estio

demonstrados na Grifico10.
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Grafico 18: Efeito da administracio oral da indometacina, da dexametasona e do EBD de

C. curassavica no modelo de edema de pata induzido por carragenina em 1atos

adrenolectomizados. Os resultados siio expressos em média + erro padrio de 5

< 1h
i

G eXpQuin\vuaﬁi. [ALNQ&IAF{:%,QG} 14k,

2,84p>0,05; 2h: 2,08p>0,05; 3h: 435p<0,05; 4h: 11,57p<0,001; Sh:
11,29p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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3.6) Edema de orefha induzido por éleo de eréton

3.6.1) Efeito do EBD de Cordia curassavica e da dexametasona( via oral)

Neste modelo experimental, o EBD (100, 300 e 1000 mg/kg,v.0.) de C. curassavica
reduziu o edema em 45,5%, somente com a dose mais eleva. A dexametasona (1
mg/kg,vo) utilizada como controle positivo, reduziu o edema em 68,8% apos 4 horas

da administracdo do agente flogistico. Os resultados estio demonstrados no grafico

11,

94



Resulindos
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Grifico 11: Efeito da administragio oral de dexametasona e do EBD de C. curassavica no
modelo de edema de orelha induzido por éleo de créton em camundongos. Os
resultados sfo expressos em média + erro padrio de 8 animais por grupo

experimental. ANOVA: F(4,35) = 10,10 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,01
*%£5<0,001.
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Resultados

3.6.2) Efeito do EBD de Cordia curassavica e da dexametasona (via topica)

Neste modelo experimental, o EBD (1%, 3% e 10%, via tépica) reduziu o edema em
25,5% (volume de 1%); 38% (volume de 3%) e 54% (volume de 3%). A
dexametasona (1 mg/kg, via topica) utilizada como controle positivo, reduziu o
edema em 63,5% ap6s 4 horas da administracfio do agente flogistico. Os resultados
estdo demonstrados no grafico 12.
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Griafico 12: Efeito da administraciio topica de dexametasona e do EBD de C. curassavica
ne modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton em camundongos.
Os resultados sfio expressos em média + erro padriio de 8 animais por grupo
experimental. ANOVA: F(4,35): 10,87 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,05
#*p<0,01 ¥*+p<0,001



Resultados

3.6.3) ) Efeito do EBD de Cordia curassavica e da indometacina( via tépica)

Neste modelo experimental, o EBD (1%, 3% e 10%, via topica) de C. curassavica
de reduziu o edema em 25,7%, na dose de 100 mg/kg; 28,3% na dose de 300 mg/kg
e 43,4% na dose de 1000 mg/kg. A indometacina (10 mg/kg) utilizada como
controle positivo, reduziu o edema em 46,9% apds 4 horas da administragdo do
agente flogistico. Os resultados estdo demonstrados no grafico 13.
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Grafico 13 : Efeito da administragfo topica da indometacina ¢ do EBD de C. curassavica
no modelo de edema de orelha induzido por dleo de créton em camundongos.
Os resultados sfio expressos em média £ erro padrio de 8 animais por grupo
experimental. ANOVA: F(4,35): 6,83 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001
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Resultados

3.7) Modelo de peritonite induzida por carragenina

A inje¢8o intraperitonial de carragenina (2,5 mg) nos animais previamente tratados
com a salina (10 mL/kg, v.0.) induziu a migracdo de 30,4 + 3.4 x 10° leucdcitos/mL.
O tratamento prévio com o EBD (1000 mg/kg, v.0.) de C. curassavica reduziu a
migragdo leucocitdria para a cavidade peritoneal em 70% (16,12 + 2,6 x 10°
leucdeitos/ml). A dexametasona (1 mg/kg, v.0.) e a indometacina (10 mg/kg, v.0.),
utilizadas como controle positivo, reduziram a migragfio leucocitaria em 75% (10,12
+1,9x10° leucocitos/mL) e 67% (13,24 + 1,8 x 10° leucécitos/mL), respectivamente.
Os resultados estido demonstrados no grifico 14.
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Grafico 14: Migracio leucocitaria induzida pela carragenina (1%) injetada na cavidade
intraperitoneal de camundongos previamente tratados pela via oral com salina
(10 ml/kg), dexametasona, indometacina e com o EBD de Cordia
curassavica. Os resultados sfio expressos como média + erro padric de 6
animais nor grupo experimental. ANOVA: F(4,25): 2545, p< 0,001 Teste de

Duncan: *p< §,001.
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4.) ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA
4.1,) Curva concentragio-resposta do EBD de Cordia curassavica .

O grafico 15 representa a curva concentragdo-resposta do EBD sobre as linhagens
celulares, relacionande a porcentagem de crescimento da célula e a conceniracio de
extrato utilizado. A curva demonstrou que o EBD apresentou efeito citocida sobre a
MCE.7 (mama); NCLADR (mama) e sobre ¢ UACC.62 {melanoma) e efeito

citostatico sobre o NCL460 (puimdio).
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Grafico 15: Curva concentracfo-atividade do EBD de Cordia curassavica sobre as

linhagens celulares tumorais humanas
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Resultados

4.2,y Curva concentracfo-resposta da fracie 01 (F1) obtida da fracio de média

polaridade de Cordia curassavica

O grafico 16 representa a curva concentragfo-resposta da F1 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula ¢ a concentragio de
extrato utilizado. A curva demonstrou que F1 nfo inibiu o crescimento das linhagens

celulares utilizadas neste experimento.

100
75
s 3
2
= L
L
E 2t
2
Z N
o G
[+
= ) —B— UACC.62
£ B _eMCF7
5 F & NCL460
§ <50 e OVCAR
£ 3 e PGS
= 75k T2
B e 78640
SO B e NCLADR
PRt " S TR ATy N EIT] i 1 a2zl Lo sl ST
10t 1e” ' 1 10 100 I3
e 0,25 2.5 25 250

Coopcentragfio (pg/mi)

Grafice 16: Curva concentragio-atividade da fraco 01 (F1) de Cordia curassavica sobre

as linhagens celulares tumorais humanas.
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Rosuliados

4.3) Curva concentragio-resposta da fracfio 03 (F3) obtida do fracionamento da

fracio de média polaridade de Cordia curassavica

(3 grafico 17 representa a curva concentracfo-resposta da F3 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentracfio de
extrato utilizade. A curva demonstrou que F3 possul atividade conceniracio

dependente, efeito citostitico e citocida sobre todas as linhagens celulares.
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Grafies 17: Curva concentracio-atividade da fracdo 03 (F3) de Cordia curassavica sobre

as linhagens celulares tumorais humanas.
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4.4) Curva concentragiio-resposta da fracfio 04 (F4) obtida do fracionamento da

fracio de média pelaridade de Cordia curassavica

O grafico 18 representa a curva concentragfo-resposta da F4 sobre as linhagens

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragio de

extrato utilizado. A curva demonstrou que F4 possui atividade antiproliferativa néo

seletiva, concentracio dependente, efeito citostatico e citocida sohre todas as

linhagens celuiares.
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Grafico 18: Curva concentragio-atividade da fragio 04 (F4) de Cordia curassavica sobre

as linhagens celulares tumorais humanas.
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4.5) Curva concentragfio-resposta da fracio 06 (F6) obtida do fracionamento da

fracio de média polaridade de Cordig curassavica

O grafico 19 representa a curva concentragio-resposta da F6 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula 2 a concentragdo de
extrato utilizado. A atividade antiproliferativa desta fragio apresentou efeito citoststico
para as linhagens UACC-62 (melanoma) e MCF-7 (mama) e efeito citostitico e

citocida para as demais linhagens,
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Grafico 19: Curva concentragio-atividade da fracio 06 (F6) de Cordia curassavica sobre

as linhagens celulares tumorais humanas.
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Resultados

4.6) Curva concentrac@oc-resposia da fragcfie 08 (F8) obtida do fracionamento da

fracio de média pelaridade de Cordia curassavica

O grafico 20 representa a curva concentragdo-resposta da F8 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragfo de
extrato utilizado. A curva demonstrou que F8 apresentou atividade antiproliferativa
seletiva apenas na maior concentracdo, com efeito citostatico sobre as linhagens
UACC-62 (melanoma), OVCAR-03 (ovario), MCF-7 (mama), PCO-3 (prostata), 786-
0 (renal) e HT-29 (colon).
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Grafice 20: Curva concentracfo-atividade da frac8o 08 (F8) de Cordia curassavica sobre

as linhagens celulares tumorais humanas,
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Resultados

4.7) Curva concentracfio-resposta da fragic 11 (¥11) obtida do fracionamento da

fracdo de média polaridade de Cordia curassavica

O grafico 21 representa a curva concentragio-resposta da F11 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagemn de crescimento da célula e a concentracio de
extrato utilizado. A curva demonstrou que FI! possul atividade concentracio

dependente, efeito citostatico e citocida sobre todas as linhagens celulares.
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Grafico 21: Curva concentragdo-atividade da fragfo 11 (F11) de Cordia curassavica sobre

as linhagens celulares tumorais humanas.
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Resultados

4.8) Curva concentragfio-resposta da indometacina

O grafico 22 representa a curva conceniracdo-resposta da indometacina sobre as
linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a
concentra¢iio utilizada. A curva demonstrou que a indometacina possui atividade

antiproliferativa, com efeito citostético e citocida sobre todas as linhagens.
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Grafico 22: Curva concentragio-atividade da indometacina sobre as linhagens celulares

tumorais hwmanas .



Resultados

4.9) Curva concentracfio-resposta da fraciie o obtida do fracionamento da fracfo 6 de

{Cordia curassavica

O grafico 23 representa a curva concentracio-resposta da Fo sobre as linhagens

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula ¢ a concentragio

utilizada. A curva demonstrou que a Fo pessui atividade antiproliferativa, com efeito
citosttico sobre a UACC.62 (melanoma), NCL460 (pulmio), PCO.3 (prostata), HT.29
{(colon), C786.0 e citocida sobre a OVCAR (ovario) e a NCLADR (mama) MCF.7

(mama) ¢ K.362 (leucemia). Essa fracfio foi seletiva para a linhagem de céncer

ovariano,
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Grafico 23: Curva concentracio-atividade da fracfio o ( Fa ) de Cordia curassavica sobre

as linhagens celulares tumorais humanas.
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Resuitados

4.10) Curva concentragio-resposta da fracfio y obtida do fracionamento da fracfio 6 de

Cordia curassavica

O grafico 24 representa a curva concentragfo-resposta da sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo utilizada. A
curva demonstrou que a Fy possui atividade antiproliferativa, com efeito citocida

somente na concentragdo mais elevada, para K.562 (leucemia).
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Grafico 24: Curva concentragfo-atividade da fraglio v { Fy ) de Cordia curassavica sobre

as linhagens celulares tumoais humanas.
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4.11) Curva concentracio-resposta da fracfio v obtida do fracionamento da fracfio 6 de

Cordic curassavica

O gréfico 25 representa a curva concentragio-resposta da sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragfio utilizada. A
curva demonstrou que a Ft possul atividade antiprobiferativa, somente na
concentracio mais elevada, com efeito citocida para K.562 (leucemia) OVCAR
{ovério). NCL460(pulmio), UACC.62(melanoma), MCF.7(mama) e citostatico em
PCO.3(prostata), HT.29(co6lon), C786.0 (renal), NCIADR (mama).

100 p S —————
80
&80
% .........................................................................
§ dor
s 20k
g i
3 ° =
g 0L TEUACCE2
2 I —8—MCF 7 2_%
& bl o e NG1LABO 3
& L K 582 $
9 60 -~ OVCAR .
& L PCO.3
R0 L —x—HT29
L e CT86.0
2100 b e NCLADR
Hig 1w i 10 0 w 0
0 .23 1.5 23 50

Conecentraciio (pg/mi)

Grafico 25: Curva concentragdo-atividade da fracfio v ( Fr ) de Cordia curassavica sobre

as linhagens celulares tumorais humanas.

110



Discussdo



Discussdo

Discusséo

Este trabalho teve como objetivo estudar a atividade antinflamatéria dos extratos obtidos da
especie  vegetal Cordia curassavica DC, popularmente utilizada em processos
inflamatérios. O Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas
(CPQBA) da Unicamp desenvolveu estudos agronémicos e fitoquimicos dessa espécie, e
atualmente possui uma 4rea em seu campo experimental destinada ao seu cultivo. O
material vegetal foi submetido a extrages com diversos solventes: éter de petroleo,
diclorometano ¢ etandlico, obtendo-se assim o extrato bruto éter de petréleo (EBP), o

extrato bruto diclometéanico (EBD) ¢ o extrato bruto etandlico (EBE).

O “screening” hipocritico permite avaliar os efeitos das drogas sobre o estado de
consciéncia e disposigdo, a atividade exploratéria, coordenagdo motora, ténus muscular,
reflexos ¢ atividade sobre o sistema nervoso central e auténomo. Este teste possibilita a
aquisi¢iio dos dados preliminares sobre os efeitos que um extrato bruto possa produzir,
direcionando as investigagdes cientificas posteriores (Malone, 1977). Nos primeiros 15
minutos ¢ avaliada a atividade exploratéria, ou seja, o animal explora a gaiola, um ambiente
novo, o que ¢ medido através da ambulagio. Dos 15 aos 60 minutos, é avaliada a atividade
motora do animal, isto €, ele jA conhece o ambiente e nio o explora mais, e sim se
movimenta (Carlini e Burgos, 1979). Os camundongos tratados com o EBD, com o EBE ¢
com o EBP da Coerdia curassavica por via oral nio apresentaram qualquer alterago
comportamental ou motora. Os animais que receberam os extratos por via intraperitoneal
nas mesmas doses também ndo apresentaram alterages da coordenagio motora, do tdnus

muscular e também ndo apresentaram sedacio.

Entre os métodos utilizados para selecionar e avaliar drogas antiinflamatérias, a técnica
mais comum, avalia a inibigdo do edema produzido na pata de ratos pela injecfio de um
agente flogistico. Entre os diversos agentes, o mais utilizado & a carragenina (Winter,

1962). Em 1969 Levy, introduziu o uso de camundongos em estudos farmacolégicos de
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Discusséo

inflamag3o aguda e demonstrou que a evolugio do edema de pata induzido por carragenina
era semelhante ao do rato. A carragenina, é um polissacarideo sulfatado derivado de
algumas especies de algas, que desencadeia uma inflamagio aguda associada a hiperalgesia
envolvendo liberacdo seqiiéncial de vérios mediadores inflamatdrios, como radicais livres
do oxigénio, 6xido nitrico entre outros. A injecdo intraplantar de carragenina ¢ seguida de
um aumento imediato da permeabilidade vascular, levando & exsudagdo de liquidos e
proteinas plasmaticas (edema) com migragfio leucocitaria predominante de neutréfilos
(Giraldelo, 1994). Winter (1962), sugeriu que nfio havia libera¢do inicial de histamina e
serotonina, pois o uso de antagonistas isolados deste Gltimos nio inibia o edema induzido
por carragenina. Estudos posteriores, sugeriram que havia a liberacio de mediadores
enddgenos em trés fases distintas. Na primeira fase ocorre uma liberagdo de histamina e 5-
HT, ambas sendo liberadas ao mesmo tempo e desse modo exercem efeitos na
permeabilidade vascular. A segunda fase da resposta inflamatéria aguda ocorre liberagéio de

bradicinina e por fim na ltima fase, a liberagéio de prostaglandinas (Di Rosa e col., 1970).

Os resultados obtidos com os extratos EBD, EBE e o EBP de Cordia curassavica no
modelo edema de pata induzido por carragenina, demonstraram que as substincias
antiedematogénicas da Cordia curassavica s3o extraidas principalmente por solventes de
média polaridade, pois a redugio do edema foi obtida com os extratos diclorometanico e
etandlico. O EBD de Cordia curassavica promoveu uma inibicio do edema de pata apos 4
e 5 horas da administragdo do agente flogistico j4 na dose de 300 mgkg, sugerindo
atividade sobre os mediadores tardios, como as prostaglandinas. O EBP n#io inibiu o edema
de pata induzido pela carragenina. O EBD, foi escolhido para dar prosseguimento ao
trabalho, em virtude de sua ag3o antiedematogénica ¢ pelo diclometano extrair quantidade

menor de substancias.

A liberagZo de histamina e serotonina em conseqiiéncia da degranulaciio de mastécitos & o
primeiro evento ocorride na formagfio do edema induzido pela carragenina. Afim de se
avaliar se 0 provavel mecanismo de acfio é consequéncia do bloqueio da liberacdo de

histamina ou de seus receptores, o0 EBD foi avaliado em modelo de edema de pata induzido
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pelo composto 48/80. O composto 48/80 é uma substincia constituida de uma mistura de
polimeros de baixo peso molecular derivados da P-metoxi-N-metilfenetilamina. & um
potente liberador de histamina através da mobilizagio das reservas de calcio presentes no
reticulo endoplasmatico (Landucci e col., 1995). O edema de pata induzido pela injegdo do
composto 48/80 atinge o pico maximo apds 30 minutos. O EBD de € curassavica
(100mg/kg, 300mg/kg e 1000mg/kg, vo.) nio inibiu o edema, quando comparado 2
prometazina, utilizada como controle positivo deste experimento, que inibiu o edema em
72% € 71% apods 30 ¢ 60 minutos, respectivamente, da administraco do composto 48/80.
Estes resultados sugerem que o provavel mecanismo de acdo do EBD de C. curassavica
ndo ¢ por impedimento da degranulagio de mastdcitos com conseqliénte liberagio de

histamina, ou por bloqueio de seus receptores.

Outro mediador envolvido no processo inflamatério é a bradicinina. Esse autacoide quando
administrado na pata de rato produz vasodilatagio intensa, dor e aumento de
permeabilidade vascular. Liga-se ao receptor B,, acoplado a proteina G, ¢ ativa a
fosfolipase A; (PLA;), que libera 4cido araquidénico dos fosfolipideos ligados & membrana
celular, que por sua vez dar origem 3s prostaglandinas e leucotrienos. Alguns autores
sugerem que a ativagdo de receptores B; estio presentes no inicio do processo inflamatério
(Calixto e col., 2000; Tippmer e col., 1994). Embora o EBD tenha reduzido o edema de
pata produzido pela bradicinina, nfio é possivel ainda, concluir que os principios ativos
desse extrato bruto tenham interacgo direta com os receptores da bradicnina ou atuem numa

segunda etapa, inibindo a sintese de prostaglandinas, iniciada pela liberagiio da PLA,

Portanto a atividade do EBD foi avaliada em edema de pata induzido por fosfolipase A,
(PLA;). O edema de pata induzido pelo veneno de Naja Naja, rico em PLA,, tem sido
muito utilizado (Versani, 1997). A PLA, ¢ uma enzima que hidrolisa fosfolipidios de
membrana para produzir lisofosfolipipios (Liso-FAP) e 4cidos graxos, principalmente acido
araquidonico (AA). O AA ¢ metabolizado via ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX),
produzinde os eicosandides, como as prostaglandinas (PG) e Leucotrienos (LT),

respectivamente, que medeiam o processo inflamatério. Por outro lado, o Liso-FAP é

114



Discusséo

precursor do PAF, que aumenta a permeabilidade vascular e induz gquimiotaxia de

granulécitos (Yedgar e col., 2000; Versani, 1997).

No meodelo de inflamac@o induzido pela PLA; do veneno da Naja naja, o EBD de C
curassavica inibiu o edema ja na dose de 300 mg/kg. Esse efeito sugere que o EBD
interfere na sintese e/ou na atividade das prostaglandinas e/ou leucotrienos. No entanto, ndo
€ possivel determinar em que nivel da cascata de eventos relacionada com esses mediadores

o EBD interfere.

Para descartar um possivel efeito por liberagiio de corticdides enddgenos, o EBD foi
avaliado em edema de pata induzido por carragenina em ratos adrenolectomizados. Pois, na
interpretaco do edema como sinal de inflamacdo, limitacSes devem ser consideradas pois
sua formac¢do depende da perfus@o vascular do tecido avaliado, da pressdo sangiiinea
sistémica e dos niveis de glicocorticdides circulantes, podendo também determinar o
aparecimento de resultados falsos positivos (Rates e Barros, 1994). O efeito
aintiinflamatério dos corticosterdides enddgenos, € em parte atribuido a sintese de
lipocortina, proteina que inibe a atividade da PLA; impedindo a liberagio de AA e liso-
PAF e a conseqiiénte formac@o de PGs, Leucotrienos e PAF. (Landucci e col,, 1995). A
analise dos resultados nos mostraram que o EBD continuou inibindo o edema de pata
induzido pela carragenina, mostrando que o efeito antiedematogénico é independente da

liberac@o de corticoides endégenos.

O modelo de edema orelha induzido por éleo de créton também foi utilizado para avaliar a
atividade antiedematogénica do EBD de (. curassavica. Este modelo € utilizado
primeiramente na pesquisa da atividade de agentes antiinflamatérios de uso tépico. O dleo
de créton é um agente flogistico altamente irritante que provoca uma dermatite intensa
caracterizada por vasodilatacio, edema e migracio lencocitaria. Esta reagfio € devida a
liberacdio de mediadores inflamatérios como prostaglandinas, histamina e serotonina
(Tubaro e col., 1985; Segura e col., 1998). Os resultados demonstraram que ¢ EBD
(aplicacfio tOpica) nas doses de 300 mgkg e 1000 mgkg reduziu o edema de orelha
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induzido pelo 6leo de créton em 38% e 54%, respectivamente. A dexametasona provocou
uma redugdo de 63,5%. Repetindo o mesmo experimento, agora com a indometacina como
controle positivo, constatamos que o EBD de C. curassavica. inibiu o edema em 42%, de
modo semelhante 4 indometacina que também inibiu o edema em 47%. Os dados obtidos
no presente trabalho apontam para substincias lipossoliveis, que podem, provavelmente,

justificar o uso popular dos extratos dessa especie, em administragio pela via dérmica.

A migragio de leucéeitos para regido inflamada é um aspecto importante do processo
inflamatério (Carvatho e col., 1999). Por 1sso, a atividade do EBD de C. curassavica sobre
a migragio leucocitiria foi avaliada em peritonite induzida por carragenina em
camundongos. Este modelo de inflamagZo aguda permite a quantificacdo de leucécitos que
migram para a cavidade peritoneal sob a acdo de agentes quimiotaticos (Ferrandiz e
Alcaraz, 1991). A administragdio oral do EBD (1000 mg/kg, vo) reduziu o nimero de
leucéceitos em 70% na cavidade peritoneal, seguindo perfil semelhante ao da dexametasona,
que mibiu a migragio em 74% e da indometacina com redugdo de 67%. Estes resultados

confirmam a atividade antiinflamatéria do EBD de C. curassavica.

Para a avaliagio da atividade antinociceptiva, um dos modelos utilizados foi o “Writhing
test”(metodo quimico). O “Writhing” consiste em um conjunto de sinais que abrangem
intermitentes contragdes do abdémem, contor¢do e giro do tronco e extensio dos patas
terseiras como respostas reflexas 3 irritagdo provocada pela injecio intraperitoneal de
acidos fracos ou outros agentes inflamatdrios (Siegmund e col., 1957; Rates e Barros,1994).
A atividade antinociceptiva foi avaliada em termos de porcentagem de inibicio das
contorgdes induzidas pelo 4cido acético. Este teste é utilizado na pesquisa de drogas
analgésicas com ac3io antiinflamatéria, ¢ analgésicos de acdo central (Siegmund e col.,
1957; Ochi e col., 2000).

O écido acético induz a liberacdio de mediadores algicos endégenos como por exemplo:

prostaglandinas, histamina, bradicinina, que estimulam as terminacdes nervosas
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nociceptivas, desencadeando a sensagfio dolorosa (Matsumoto e col., 1998; Ribeiro e col.,
2000; Bispo e col., 2001).

Os resultados obtidos demonstraram que o EBD de C. curassavica inibiu o nimero de
contorgdes abdominais de maneira dose-dependente, seguindo perfil semelhante ac da

indometacina, € nas mesmas doses que reduziram o edema de pata induzido por

carragenina.

A atividade antinociceptiva, também foi estudada no teste da placa quente (hot plate) em
camundongos. Este modelo mede o tempo de reaciio do animal a um estimulo térmico
(Woolfe e McDonald, 1944). O teste de placa quente é adequado para a deteccdo de
analgésicos de agdio central como os opiéides. Drogas do tipo aspirina prolongam o tempo
de reacdio ao estimulo térmico somente em doses toxicas (Rates e Barros, 1994). O
tratamento com o0 EBD de C. curassavica por via oral, nio aumentou o tempo de reagio ao
estimulo térmico em comparagio com a morfina, utilizada como controle positivo deste
experimento. Os resultados da avaliacio da atividade antinociceptiva, confirmam que a

atividade antinflamatéria do EBD de Cordia curassavica ¢é por blogueio da reagdo

inflamatéria.

Os resultados obtidos incentivaram o processo de purificaciio, que teve inicio com a
obtencgio da fracho rica em artemetina. A artemetina, um dos flavondides presentes nessa
especie, fol detectada nesses extratos, e de acordo com os reultados obtidos por Sertie e col.
(1990), a presenga desse flavondide justifica a atividade antiedematogénica obtida por esses
extratos. No entanto a fragdo rica em artemetina, purificada dessa espécie, néo apresentou

atividade antiedematogénica no modelo experimental utilizado, quando administrada pela

via oral.
Os flavonéides sfio substincias amplamente distribuidas na natureza contribuindo para a

coloragdo das flores, frutos e fothas das plantas. Existem muitos trabalhos que descrevem

os efeitos farmacoldgicos dos flavondides entre eles: atividade antiinflamatéria,

117



Discussao

imunomoduladora, antioxidante, diurética, antiespasmodica, antimicrobiana,
anticancerigena ¢ antioxidante. Se estima que em uma alimentac3o bem balanceada o
homem consome cerca de um grama de flavonéides por dia (Alonso; 1998). No entanto a
maior parte desses flavondides sio metabolizados no sistema digestivo e com isso
reduzindo a biodisponibilidade dessas substancias (D1 Carlo, 1999; Middleton, 2000). Isto

pode justificar a auséncia de efeito antiedematogéncio observado com a artemetina, mesmo
em dose de 300 mg/kg.

Um extrato bruto etanélico de qualquer espécie vegetal possui dezenas ou centenas de
substancias. Quando esse extrato apresenta atividade farmacoldgica, somente algumas
substancias sfo responsaveis pelas agdes observadas. Alguns trabalhos publicados com o
extrato etandlico de Cordia revelaram atividade antiinflamatéria com doses de 0,6 a 3,0
mg/kg (Serti¢ e col., 1988) e inclusive por administracio tépica (Basile e col., 1991). Essa
poténcia antiinflamatéria de um extrato bruto é comparada somente aos antiinflamatérios
esteroidais puros como a dexametasona. Portanto é muito pouco provavel que um extrato
bruto contendo centenas de susbstincias possa ter tanta poténcia. Nesse caso a presenga de

solventes e ou a liberagio de corticdides endégenos devem ser mvestigados.

Para confirmar se a artemetina possui efeito antiinflamatério outras vias de administracio
devem ser exploradas. No entanto, essa n3o parece ser uma missio muito ficil pois a
administragio por via intraperitoneal, sub-cutinea ou intramuscular provoca um processo
inflamatério local com a conseqiiente liberagdio de corticoides endogenos, dificultando a
avaliagio da atividade do produto em teste. A presenca de residuos de solventes, como a
acetona utilizada para extragio da artemetina, pode também provocar a liberagio de

corticdides endégenos induzindo a obtengiio de resultados falso-positivos.

Devido a auséncia de efeito da fragio rica em artemetina, o EBD foi fracionado para a
obtengio de fragdes que se diferenciassem pela presenga de grupamentos quimicos. Deste
modo, por cromatografia, foram obtidas trés fragSes que foram denominadas: Fragio

Superior (fragdo apolar FS), Fracio Média (fragio de média polaridade FM) e uma Fracéio
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Inferior (Fragdo polar (FI); e duas fragdes intermediarias denominadas: fragdo 30 (F30) e
fragao 39 (F39). Essas fragdes foram avaliadas no modelo de edema de pata induzido por

carragenina.

Os resultados obtidos demonstraram que a FM reduziu o edema de pata induzido por
carragenina em 41%, 49% e 38%, apds 3, 4 e 5 apos a administragdo do agente flogistico
respectivamente. Este resultado fol semelhante a indometacina que inibin em 40%, 42% e
55%, apds 3, 4 ¢ 5 apds a administragdo do agente flogistico respectivamente. A fragdo
inferior reduziu o edema em 36% ¢ 48%, apds 4 ¢ 5 apds a administracdo do agente

flogistico. As demais fragdes ndo apresentaram atividade antiedematogénica neste modelo.

A fraciio FM por apresentar maior rendimento e atividade, foi selecionada para um novo
fracionamento. Desse modo, foram obtidas 6 fragdes (F1, F3, ¥4, F6, F8 ¢ F11). Como
foram obtidas quantidades pequenas dessas fragdes, sendo insuficientes para testa-las em
modelo animal, foram testadas in vitro, utiizando a metodologia que avalia a atividade

antiproliferativa dos extratos em c¢lulas tumorais humanas.

A metodologia de triagem antiproliferativa in vitro, preconizada pelo Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos e utilizada neste trabalho, permite a avaliagéo das substéncias-
teste em diversos tipos de células neoplasicas, possibilitando a descoberta de drogas com
maior especificidade. Outras vantagens sdco a rapidez, eficiéncia e reprodutibilidade dos

resultados e o baixe consumo de principios ativos (Skehan e col, 1990).

Essa escolha foi baseada em aiguns trabalhos que relacionam a enzima ciclooxigenase ¢
céncer. De acordo com estes estudos, algumas células neopldsicas expressam a enzima
COX-2 em grande quantidade, produzindo PGE,, que ¢ responséavel pelo crescimento e

manutencio dos tumores (Takedo, 1998).

A cicloxigenase, enzima responsavel pelo metabolismo do 4cido araquiddmico e sintese de

prostaglandinas, existe em duas formas: COX-1 e COX-2. A COX-1 é encontrada em
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muitas células como enzima constitucional, regulando diversos processos fisiolégicos. J4 a
COX-2 ¢ induzida em células inflamatérias. Muitos estudos demonstram a participacio da
aspirina, € outros antiinflamatérios n3o esteroidais, na prevencdo de cancer de célon
(Masferrer e col, 2000; Liu e col, 2000). Constatou-se que varios tumores, incluindo o
cancer de cdlon, contém concentracdes elevadas de prostaglandinas e que o risco de
pacientes com predisposi¢io genética para esse chncer quando tratados com
antiinflamatérios nfo-esteroidais (NSAIDs) diminuiu. A relagdo entre a neoplasia e o
aumento no nivel de prostaglandinas, deu base para o uso racional de NSAIDS como

agentes preventivos de cancer (Takedo, 1998)

Diversas evidéncias apontam que a enzima COX- 2 também esta relacionada com a
progressdo do tumor, pois estd expressa em quantidade elevada em metastases de células
cancerigenas humanas, além de se observar uma forte ligacéo entre a PGE; ¢ o estimulo da
angiogénese. Proliferacio celular associada com inflamagio crénica também esta envolvida
em diversos tipos de cancer, como o de pele, de bexiga, de figado e de prostata. Na
glandula prostatica humana, foram observados niveis elevados de COX-2 e de PGs (Myers
e Ghosh, 1999; Liu, e col., 2000; Kirschenbaum e col., 2001). Novos estudos in vitro € in
vivo tentam relacionar a atividade dos inibidores especificos da COX-2, com a indugio da
apoptose ¢ o bloqueio da produgio de PGE,, mediador que induz a angiogénese, necessaria
para o suprimento de oxigénio e nutrientes as células neoplasicas (Masferrer e col, 2000;
Liu e col, 2000; Sjodahl, 2001). Em cancer pulmonar,héd aumento na produco de PGs ¢ a
inibi¢do da COX-2 estd associada com a inducdio da apoptose das células cancerigenas
(Watkins e col., 1999).

Com o objetivo de avaliar a relagio entre as substincias que mibem a expressio da enzima
ciclooxigenase € a atividade citocida ou citostatica em células tumorais, as fragdes obtidas
de C. curassavica foram avaliadas em cultura de células tumorais humanas. A
indometacina, foi utilizada como controle positivo, e os resultados obtidos demonstraram

boa correlacdio entre a atividade antiproliferativa e antiinflamatdria. Desta forma, essa
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metodologia foi utilizada para o monitoramento do processo de isolamento e identificagio

dos principios ativos, pois ndo necessita de quantidades elevadas dos mesmos.

As fragdes F3, F4, F6 e F11 obtidas do EBD apresentaram efeito citostatico e citocida para
diversas linhagens celulares. Por apresentar maior seletividade a F6 foi selecionada para
novo fracionamento. Esse novo processo deu origem a outras trés fraces. No entanto, os
resultados obtidos demonstraram que os principios ativos se distribuiram entre essas trés
fragdes. Esses resultados sugere que os principios ativos da Cordia curassavica tém
estrutura quimica muito semelhante e, portanto, métodos de separagio especificos deveriio

ser utilizados.
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Conclusdes

A andlise dos dados obtidos neste trabalho revelou que:

v O extrato bruto diclorometanico (EBD) de Cordia curassavica foi o que apresentou
maior poténcia antiedematogénica em modelo de inflamagéo induzida por carragenina,
indicando a presenca de substincias de média polanidade. Esse resultado foi reproduzido

em animais adrenalectomizados, excluindo a participagio de corticdides endégenos.

v A atividade desse extrato (EBD), foi confirmada em modelo de edema de pata induzido
por bradicinina e fosfolipase A,, sugerindo atividade inibitéria sobre a sintese e/ou

atividade de prostandides.

¥ A atividade desse extrato, foi confirmada em modelo de edema de oretha induzido por

dleo de créton e na peritonite induzida por carragening.

v A atividade antinociceptiva observada somente no modelo de algesia induzida pela

injecdo de 4cido acético no peritdnio, reforca a acdo antiinflamatoria.
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v O EBD e fragdes, a exemplo dos antiinflamatérios n3o-esteroidais, produziu efeito
citostatico e citocida em cultura de células tumorais humanas, que serfio utilizadas para

purificacio dos principios ativos.

v A fragdo rica em artemetina n3o reduziu o edema de pata produzido pela carragenina,

excluindo a participagfio dessas substincias nos efeitos antiinflamatorios observados.
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Oummary

The Cordia curassavica (Boraginaceae), known popularly as "erva baleeira", is used in folk
medicine for treatment of several inflammatory processes and as healing agent. The scope
of this work was to evaluate the antiedematogenic activity; the antinociceptive activity, and
antiproliferative of crude as extracts from Cordia curassavica well as the artemetin

enriched fraction.

The petroleum ether, dichloromethane, etanol crude extracts and artemetin fraction were
evaluated on paw edema model induced by carrageenin. The crude dichloromethane
showed significant antiedematogenic activity, but artemetin enriched fraction extract did
not show activity. The petroleum ether crude extract did not produce significant paw edema
reduction. Therefore the dichloromethane crude extract was chosen to continue with this

study.

The antinociceptive activity was demonstraded enployed hot plate and acetic acid-induced
abdominal constriction writing model. The dichlomethane extract also showed
antinociceptive activity by inhibition of acetic acid-induced writhing in mice. Nevertheless
in hot plate model this extract did not reveal activity, suggesting a straight relationship of

analgesic activity with inflammatory process inhibition .

The dichloromethane crude extract showed antiedematogenic activity in experimental
models with paw edema induced by, bradykinin and naja naja, as well ear edema induced
by croton oil. This extract inhibited too edema formation by carragenin induced in
adrenalectomizated rats, rejecting the anti-inflamatory activity by exclusively endogens

corticoids,

The antiproliferative activity was examinated in human cell culture. The fraction F4 ¢ F6

showed antiproliferative activity related to concentration, showing citotoxicity in the
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highest concentration tested. Based on these results, we suggest that the anti-inflamatory

activity the extracts is due that interference in produced prostanoides.
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