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RESUMO

A espécie Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) € uma planta, bastante
utilizada na América do Sul, com diversas atividades farmacolégicas atribuidas
principalmente a metabdlitos da classe dos terpenos. Esse trabalho teve como
objetivo avaliar a acao antitumoral e antinociceptiva de uma fracdo acetato de
etila rica em diterpenos clerodanicos (FC) e do composto Casearina X (Cas X)
extraidos de C. sylvestris Sw.. Camundongos Swiss portadores do tumor S-180
foram tratados com FC e Cas X por 7 dias, via i.p. e oral por gavagem. Ap0s 0
tratamento revelaram taxas de inibicdo tumoral significativa (p<0,05), seguidas
de alteracdes histopatolégicas como degeneracédo vacuolar no figado e autolise
em tecidos renais. Estudos ex vivo sugerem a necroptose como o principal
modo pelo qual € desencadeada a morte celular. Analises antiproliferativas em
linhagens tumorais humanas (HCT-116 e SF-295) foram realizadas em
camundongos imunodeficiéntes (CB-17 SCID e BALB/c Nude). No ensaio com
fiora oca (Hollow Fiber Assay) a FC reduziu a proliferacdo de células
neoplasicas em todas as doses testadas por ambas a vias (2,5 e 5 mg/kg/dia
i.p. e 25 e 50 mg/kg/dia v.0.). No ensaio em modelo xenografico houve redugéo
significativa dos tumores de HCT-116 em animiais tratados com FC via i.p e
v.0., com auséncia de alteracbes em 6rgaos e parametros hematologicos.
Fotomicrografias de tuomores revelaram areas necroticas e lesGes
morfologicas reversiveis no figado e rins de animais tratados com FC. Ensaios
de contorcbes abdominais induzidas por acido acético e o teste de formalina
foram utilizados para avaliar a acdo antinociceptiva, ja o teste com filamento de
Von Frey foi utilizado para determinar a alodinia mecanica. No teste de
contorcbes a FC apresentou efeito antinociceptivo significativo em
camundongos sadios e acometidos pelo tumor S-180. Na fase neurogénica do
teste de formalina a FC rediziu o tempo de lambedura de pata em todas as
doses e vias testadas e na fase inflamatéria apenas os animais tratados com
doses de 25 e 50 mg/kg v.o. esse efeito foi observado de forma significativa.
Na avaliacdo do envolvimento de vias especificas a ac¢do antinociceptiva
periférica da FC parece ter participacéo, dos sistemas opioidérgico e nitrérgico,
ja na fase inflamatoria, sugerem a participacdo das duas vias anteriores
acrescidas das vias GABAérgica e colinérgica. A FC também demonstrou
inibicdo da alodinia mecanica em camundongos portadores do tumor S-180 em
até 4 horas com auséncia de alteracbes em parametros comportamentais e
motores. Esses achados corroboram com o uso popular de C. sylvestris Sw.
para fins terapéuticos como proposto pelo Sistema Unico de Saude (SUS),
sugerindo o desenvolvimento de um fitomedicamento com acdo anticancer e
analgésica, tendo como base moléculas de diterpenos do tipo clerodanicos.

Palavras-chave: Diterpenos clerodéanicos. Atividade antitumoral. Hollow fiber
assay. Carcinoma de colon. Nocicepcéo.
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ABSTRACT

The species Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) is a plant, widely used in
South America, with diverse pharmacological activities attributed mainly to
metabolites of the terpene class. This study aimed to evaluate the antitumor
and antinociceptive action of a ethyl acetate fraction rich in clerodic diterpenes
(FC) and Casearine X (Cas X) extracted from C. sylvestris Sw.. S-180 tumor
bearing Swiss mice were treated with FC and Cas X for 7 days, i.p. and oral by
gavage. After treatment they showed significant tumor inhibition rates (p<0.05),
followed by histopathological changes such as vacuolar degeneration in the
liver and autolysis in renal tissues. Ex vivo studies suggest necroptosis as the
main mode by which cell death is triggered. Antiproliferative analyzes in human
tumor lines (HCT-116 and SF-295) were performed in immunodeficient mice
(CB-17 SCID and BALB/c Nude). In the Hollow Fiber Assay assay, FC reduced
the proliferation of neoplastic cells at all doses tested by both pathways (2.5 and
5 mg/kg/day i.p. and 25 and 50 mg/kg/day o.v.). In the xenographic model,
there was a significant reduction of HCT-116 tumors in animals treated with FC
via i.p. and o.v., with no alterations in organs and haematological parameters.
Photomicrographs of thyroids revealed necrotic areas and reversible
morphological lesions in the liver and kidneys of FC treated animals. Abdominal
writhing tests induced by acetic acid and the formalin test were used to evaluate
antinociceptive action, whereas the Von Frey filament test was used to
determine mechanical allodynia. In the contortion test the FC presented
significant antinociceptive effect in healthy mice and affected by the S-180
tumor. In the neurogenic phase of the formalin test the FC reduced the paw
licking time at all doses and routes tested and in the inflammatory phase only
animals treated at doses of 25 and 50 mg/kg o.v. this effect was observed in a
significant way. In the evaluation of the involvement of specific pathways the
peripheral antinociceptive action of the FC seems to have participation, from the
opioidergic and nitrergic systems, already in the inflammatory phase, suggest
the participation of the two anterior pathways plus the GABAergic and
cholinergic pathways. The FC also demonstrated inhibition of mechanical
allodynia in S-180 tumor bearing mice within 4 hours without changes in
behavioral and motor parameters. These findings corroborate the popular use
of C. sylvestris Sw. For therapeutic purposes as proposed by the Unified Health
System (SUS), suggesting the development of a phytomedication with
anticancer and analgesic action, based on diterpene molecules of the clerodan

type.

Keywords: Clerodanic diterpenes. Antitumor activity. Hollow fiber assay. Colon
carcinoma. Nociception.
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1 INTRODUCAO

O cancer corresponde a um grande e distinto grupo de doencas
genéticas caracterizadas por um processo de varios estagios, resultando em
uma divisdo descontrolada e abrupta das células. E também considerado um
sistema evolutivo, dindmico e heterogéneo, explicando, pelo menos em parte, a
dificuldade do seu tratamento e justificando o uso de diferentes terapias. A
incidéncia de casos de canceres tem aumentado de maneira consideravel em
todo o mundo, principalmente a partir do século passado, sendo considerada
uma das principais causas de mortalidade na atualidade. Assim, do ponto de
vista da saude publica, essa doenca representa a segunda causa de morte no
mundo, onde na grande maioria dos casos, o tratamento tem carater paliativo
e/ou de baixa eficdcia (GUERRA et al., 2005; FLOOR et al., 2012; RYUNO et
al., 2017; SILVA et al., 2017; GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2018; SECA,
PINTO, 2018, SIEGEL et al., 2018).

No Brasil, essa problematica vem ganhando relevancia pelo perfil
epidemiologico que essa doenca vem apresentando, e, com isso, 0 tema
conquista cada vez mais espaco nas agendas politicas e técnicas de todas as
esferas governamentais. Como exemplo, o Ministério da Saude brasileiro vé na
investigacao das propriedades terapéuticas de plantas medicinais uma de suas
prioridades e implantou a fitoterapia como pratica oficial da medicina,
orientando as Comissdes Interinstitucionais de Saude (CIS) a buscarem sua
inclusdo no Sistema Unico de Salde brasileiro (SUS) (SILVA et al., 2006,
INCA, 2014).

Em todo o mundo as plantas tém sido um dos pilares da quimioterapia
nos ultimos 30 anos. Como exemplos temos os alcaloides da vinca, os taxanos
e as camptotecinas, derivadas das plantas Catharantus roseus (L.) G. Don.,
Taxus brevifolia Nutt. e Camptotheca acuminata Decne., respectivamente.
Porém, a grande heterogeneidade das células tumorais dificulta o tratamento e
facilita a manifestacdo de resisténcia, fatores que estimulam a pesquisa por
novos quimioterapicos (MANS et al., 2000; MANN, 2002; COSTA-LOTUFO et
al., 2010; FREIRE, ALVES, 2014; FERREIRA-SILVA et al., 2017).

Nesse contexto, a espécie vegetal Casearia sylvestris Swartz

(Salicaceae), comumente presente em regides tropicais e intertropicais do
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Brasil e da América do Sul. Popularmente conhecida como "guacatonga",
“cafezinho-do-mato”, “café-bravo”, “erva-de-lagarto”, “mata-gado” dentre outros
nomes. Conforme a regido em que ocorre. E amplamente utilizada na medicina
popular brasileira para tratar varias enfermidades, como infeccdes, inflamacdes
e mordidas de cobra (CARVALHO, 2007; BOU et al., 2013; FELIPE et al.,
2014; FERREIRA et al., 2014; ARAUJO et al., 2015).

E importante mencionar que a espécie vegetal de interesse nesse
estudo (C. sylvestris Sw.), devido a sua relevancia etnofarmacoldgica, esta
incluida na Relacéo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema de
Saude Pdblica Brasileira (RENISUS), que é um relatério publicado pelo
Ministério da Saude que inclui 71 espécies de plantas medicinais com potencial
para gerar produtos farmacéuticos de interesse ao Sistema de Saude Publica
no Brasil (Brasil, 2009). Os muitos estudos relacionados ao perfil quimico e
biologico dessa planta demonstram que a maioria das suas atividades
farmacoldgicas estéd atrelada a presenca de diterpenos clerodanicos também
conhecidos como “Casearinas”, presentes principalmente nas folhas
(ITOKAWA et al., 1990; FERREIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2010; FELIPE
et al., 2014; SILVA et al., 2016).

Diante do exposto e considerando a necessidade de novos compostos
que possam melhorar as terapias convencionais ja existentes, bem como
fornecer novos agentes citotéxicos para o tratamento do cancer, o presente
estudo visou avaliar o efeito tdxico e citotoxico em linhagens de células
cancerigenas de origem murina e humana, procurando elucidar seu
mecanismo de acdo em nivel celular, bem como sua atividade antinociceptiva
induzida por uma fracdo acetato de etila rica em diterpenos clerodanicos

(Casearinas) (Figura 1).
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Figura 1 - Organograma da tese
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a acdo antitumoral e antinociceptiva da fracdo acetato de etila

rica em diterpenos e do composto Casearina X extraidos das folhas de

Casearia sylvestris Swartz.

2.2 Especificos

Analisar a acdo antitumoral de uma fracdo acetato de etila rica em
casearinas (FC) e seu principal componente - Casearina X - no modelo
tumoral murino Sarcoma 180;

Investigar o mecanismo de acéo antiproliferativa da FC por citometria de
fluxo em células de Sarcoma 180 e o potencial de inibicdo das
topoisomerases | e Il em ensaios de relaxamento de DNA,;

Determinar alteracdes hematologicas e fisioldgicas, verificando alteracdes
teciduais em 6rgaos e tumores murinos;

Avaliar a atividade antiproliferativa in vivo da FC em linhagens tumorais
humanas no ensaio de Hollow Fiber em camundongos imunodeficientes e
em modelo xenogréfico de carcinoma de coélon;

Analisar o potencial antinociceptivo da FC em modelo de contorcdes
abdominais induzidas por acido acético;

Avaliar o mecanismo antinociceptivo da FC contra a nocicepcéo induzida por
formalina usando bloqueadores farmacologicos;

Desenvolver um protocolo pré-clinico de dor oncolégica com o tumor
experimental Sarcoma 180 para avaliar a hiperalgesia mecanica, atividade

motora e comportamental.



REFERENCIAL TEORICO

’ ‘
s 1
‘11
v
R
S
Ry 4 °
DN
d o 3
AB B
g P
‘
b R

IV S—



35

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aspectos Gerais da Biologia Tumoral

O cancer é uma doenca caracterizada como um conjunto de quase 200
tipos de enfermidades complexas, de carater proliferativo, mutacional, com
crescimento celular aberrante e descontrolado, em que células animais, de
varios tipos presentes em um mesmo microambiente, geralmente se espalham
pelos tecidos e 6rgaos adjacentes. Essa desordem é geralmente ocasionada
por um acumulo de mutacdes herdadas ou induzidas em oncogenes, genes
supressores e em genes de reparo do DNA, o que caracteriza o cancer como
uma doenca genética. Além disso, sabe-se que essas mutacdes oncogénicas
estdo associadas a reprogramacdo metabdlica da célula e influenciam
coletivamente nas interacdes entre o tumor e seu microambiente (GRIVICICH
et al., 2007; INCA, 2014; ROSKOSKI, 2014; FERREIRA, PESSOA, 2017; MIN,
LEE, 2018).

Condi¢des multifatoriais estdo envolvidas na iniciacdo, promocéo e/ou
progressao da carcinogénese (GOMES-CARNEIRO et al., 1997). A medida que
a carcinogénese progride, promove o acumulo de erros no DNA e
eventualmente, desencadeia a divisdo de células alteradas, muitas vezes para
microambientes distantes do seu local de origem caracterizando um processo
denominado mestastase (GUPTA, MASSAGUE, 2006; STEINBICHLER et al.,
2017). Esses fatores podem agir em conjunto ou em sequéncia como, por
exemplo, a dieta, predisposicao genética e fatores ambientais, que favorecem o
aparecimento de um numero maior de casos de canceres (PY, JACQUES,
2003; REDDY et al., 2003; INCA, 2014). Um dos fatores tipicos e fundamentais
para o0 aparecimento de novos casos de canceres € sua instabilidade
genbmica, que esta associada a uma maior propensdo ao acumulo de danos
ao DNA (O'CONNOR, 2015; BASU, 2018).

Dentre os fatores celulares e/ou moleculares que favorecem a
carcinogénese podemos citar: a) evasdo da apoptose (MOHAMED et al.,
2017); b) auto-suficiéncia para os sinais de crescimento (HANAHAN,
WEINBERG, 2011); c) resisténcia antiproliferativa (NOGUCHI, 2017); d)
proliferagdo ilimitada (KONDO, 2007); e) danos ao DNA (BASU, 2018); f)
estresse oxidativo (RADOMSKA-LESNIEWSKA et al., 2017); g) estresse
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metabdlico (GIULIANI, DASS, 2014); h) evasao do sistema imune (VINAY et
al., 2015); i) angiogénese (RADOMSKA-LESNIEWSKA et al. 2017) e j) invaséo
tecidual e metastase (HANAHAN, WEINBERG, 2011) (Figura 1).

Figura 1 - Fatores envolvidos na carcinogénese.

Fatores Exogénos Fatores Endogénos
(AMES, 1989) (AMES, 1989)

' Auto-suficiéncia para os
sinais de crescimento

Invasdo tecidual e Resisténcia aos sinais

metastase ;ﬂ Qanti-promeraﬁvos
Proliferagao

ilimitada

Evasao do
sistema imune Estresse de
dano ao DNA
Estresse metabdlico /i @ Estresse oxidativo

Estresse proteotoxico Estresse mitotico

Fonte: Adaptado de Luo et al. (2009) e Blaus (2016).

Outro ponto determinante para o entendimento da malignidade do
cancer é a metastase, responsavel aproximadamente por 90% de todas as
mortes e que tem seu inicio apartir da disseminacdo de tumores primarios
(ALJOHANI et al., 2018). Esse processo ocorre em duas fases: a primeira que
envolve a translocacéo fisica de uma célula cancerosa para um orgéo distante,
enquanto a segunda envolve a capacidade dessa célula cancerosa se
transformar em uma lesdo metastatica nesse novo local para onde migrou
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(CHAFFER; WEINBERG, 2011). Para que esse processo ocorra deve ser
levado em consideracdo a dependencia de suas interacdes com os fatores
homeostaticos que promovem o crescimento de células tumorais,
sobrevivéncia, angiogénese, invasao e a propria metastase (FIDLER, 2003).
Nesse contexto, o aprofundamento de estudos cientificos mais recentes tornou
claro que células-tronco tém um papel fundamental ndo apenas na geracdo de
novos organismos multicelulares complexos, mas também no desenvolvimento
e evolucdo de tumores, metastase, recorréncia e na resisténcia aos agentes
quimioterapicos (MOHARIL et al., 2017). Esses achados apoiam o fato de que
esse tipo celular é parte integrante do desenvolvimento e perpetuacdo de
varias formas de canceres (JORDAN et al., 2006; LOPEZ-LAZARO, 2018).
Entender essa parte da biologia subjacente a evolucdo do cancer é
importante para reduzir a carga econémica e social dessa doenca (LOBELLO

et al., 2018; MIN, LEE, 2018).

3.2 Epidemiologia

O céancer esta atualmente no centro das atencfes por ser considerado
a principal causa de morte em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(BARBOSA et al., 2015). No Brasil, assim como no resto do mundo, essa
doenca desencadeia altas taxas de mortalidade e elevados custos clinicos
assistenciais. A magnitude dos agravos varia de acordo com a localizacao
priméria do tumor, o género do paciente e a regido do pais (BOING et al.,
2007). A frequéncia de distribuicdo dos diferentes tipos de cancer apresenta-se
variavel em funcdo das caracteristicas de cada regido, o que enfatiza a
necessidade do estudo das variacbes geograficas nos padroes desta
desordem, para seu adequado monitoramento e controle (GUERRA et al.,
2005).

Segundo Barbosa et al. (2015), existem pronunciadas diferencas
regionais e de sexo na mortalidade por cancer no Brasil, e que essas
discrepancias continuardo aumentando até o ano de 2030, quando a regido
Nordeste apresentara as maiores taxas de mortalidade por cancer. O acumulo
de genes mutantes em uma determinada populacdo pode, também, justificar
em parte 0 aumento nessa regido, haja visto que a forte herdabilidade de
muitos tipos de cancer (YOU, HENNEBERG, 2018). Oliveira et al. (2016)
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corroboraram essa informacdo e especificam que as taxas de mortalidade por
cancer de laringe aumentardo nas regioes Norte e Nordeste para os homens e
nas regides Nordeste e Sudeste para as mulheres.

Conforme estimativa informada pelo Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva para os dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil
em 2018 (Figura 2), o cancer de prostata continua sendo o tipo mais incidente
em homens (excluindo cancer de pele ndo melanoma), correspondendo mais
do triplo do segundo mais frequente (traqueia, brébnquios e pulméo). Ja nas
mulheres, essa percentagem se repete com o cancer de mama, o qual
representa a segunda maior causa de morte entre as mulheres no mundo
(INCA, 2017; ABOTALEB et al., 2018).

Figura 2 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil
estimado para 2018 por sexo. Exceto pele ndo melanoma. NUmeros arredondados
para multiplos de 10.

Prostata 68.220 31,7% Mama Feminina 59.700

i i Homens Mulheres
Traqueia, Brénguio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980

Célon e Reto 17.3280 8,1% Colo do Utero 16.370
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Brénquio e Pulm3o 12.530
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040
Esdfago 8.240 3,8% Estémago 7.750
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600
Laringe 6.390 3,0% Qvario 6.150
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4,860

Fonte: INCA, 2017

Segundo Esserman et al. (2009) abordagens mais precisas no rastreio
precoce do cancer de préstata e de mama justificam esse aumento no numero
de casos diagnosticados, o que tem possibilitado uma redugcéo da morbidade e
mortalidade associadas a esses tipos de cancer.

Conforme descrito por Braga et al. (2002) essas analises
epidemiologicas levam em conta a incidéncia, mortalidade e sobrevivéncia e
podem gerar tendéncias geograficas e temporais Uteis para o planejamento e
avaliacao de intervencdes a serem utilizadas por autoridades e profissionais de
saude. Pois em um pais que enfrenta uma tendéncia de aumento na incidéncia
do céancer, é fundamental melhorar ainda mais a triagem e incorporar novos
medicamentos e dispositivos de controle dessa doenca (WERUTSKY et al.,
2019).

29,5%
9,4%
8,1%
6,2%
4,0%
3,8%
3,3%
3,0%
2,7%
2,4%
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3.3 Dor Oncoldgica

Segundo a International Association for the Study of Pain (IASP), a dor
pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
proveniente de uma lesdo tecidual real ou potencial. Dependendo do seu
mecanismo fisiopatologico, ela pode ser classificada em dor nociceptiva e
neuropatica (TWYCROSS, 1997; ROCHA et al., 2007; PULEIO et al., 2018).

A dor é um sintoma muito frequente em doentes acometidos por cancer
e é, seguramente, um dos principais fatores que comprometem a qualidade de
vida desses pacientes e temor a sociedade moderna. Torna-se mais prevalente
na doenca avancada ou metastatica e, muitas vezes, persiste apesar do
tratamento e tem sido correlacionado com o aumento da morbidade, aumento
da ansiedade e da depressao e reducdo na qualidade de vida. Ha evidéncias
de que a ansiedade desempenha um papel importante na modulacdo dessa
dor, causando impacto severo na qualidade de vida por associacdo a inUmeras
outras respostas psicossociais, exigindo, portanto, uma abordagem clinica e
tratamento correto (AZEVEDO, 1996; ALMEIDA et al., 2005; CRUK, 2006;
EVERDINGEN et al., 2016; GAMBETA et al.,, 2016; WOOD et al., 2018;
SILVERMAN, GULATI, 2018). A populacdo de sobreviventes que tiveram
cancer estd se expandindo rapidamente e muitos desses pacientes
experimentam a dor como uma sequela causada pela prépria doenca ou como
efeito direto do tumor e também pelo tratamento (BROWN, FARQUHAR-
SMITH, 2017).

Embora a dor oncoldgica seja considerada um sintoma prevalente e
comum e que muitas vezes persistem apesar do tratamento, estudos recentes
sugerem que as terapias farmacologicas melhoraram durante a ultima década
(GOUGH et al., 2014; EVERDINGEN et al., 2016; DELFINE et al., 2017). As
opcdes para o tratamento farmacologico da dor sdo varias, estando disponiveis
analgésicos, medicamentos nao opidides, co-analgésicos e os opidides, sendo
estes Ultimos mais utilizados no tratamento de pacientes com cancer (COSTA
et al., 2007).

O método para alivio da dor do cancer proposto pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS), consiste em diretrizes para um tratamento em trés

etapas: anti-inflamatdrios ndo esterdides (AINES), juntamente com analgésicos
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nao-opioides (ANOPs), AINEs juntamente com opioides fracos e depois AINEs
juntamente com opidides fortes (Figura 3). Além disso, adjuvantes podem ser
adicionados em qualquer etapa para tratar situacfes especificas, como dor
O0ssea ou neuropatica (VENTAFRIDDA et al., 1987; OMS, 1996; SCHUG,
CHANDRASENA, 2015). No entanto, ha poucas evidéncias de que a
abordagem da OMS seja a melhor e, ainda, ha varios pontos a serem
debatidos sobre o tratamento da dor do céancer (NATOLI, LAZZARI, DAURI,
2015).

Figura 3 - Escada analgésica proposta pela OMS.

DOR
H[ﬁ]ﬁ@[‘ﬁ]@@ 3 AINEs + opidide forte
—Moderaela 2 | AINes + opiside fraco Adjuvantes
Leve 1 AINEs + ANOPs

AINEs - anti-inflamatorios néo esteroides
ANOPs - analgésicos ndo-opioides

Fonte: Adaptada de OMS (1996).

Os AINEs séo particularmente Uteis no tratamento da dor relacionada a
processos inflamatérios. Dentre eles podemos destacar o nefopam (NFP),
ibuprofeno, piroxicam, tenoxicam, meloxicam, diclofenaco, paracetamol dentre
outros que inibem a producdo e o0 metabolismo das prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos por inibicdo da Ciclooxigenase (COX-1 e/ou -2),
sendo os mais seletivos os inibidores da COX-2, como exemplo dessa classe
de farmaco podemos destacar a indometacina, que pode apresentar uma
atividade neuronal dependente da sintese de Oxido nitrico. (DAVIES,
WALLACE, 1996; MONTEIRO et al, 2008; WARREN-STOMBERG,
BRATTWALL, JAKOBSSON, 2013; BELOEIL, 2015; LUCAS, 2016; MASEDA
et al., 2019).

O uso adequado de analgésicos opidides, mesmo que orais, pode
controlar 80% a 90% das dores causadas pelo cancer (GOUCKE;
CHAUDAKSHETRIN, 2018). No entanto, apenas 6,7% dos opidides de uso
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meédico no mundo estdo disponiveis em paises subdesenvolvidos, embora tais
farmacos sejam o pilar do tratamento médico da dor moderada a grave (REIS-
PINA, et al., 2015). A rotatividade de uso dessas substancias foi recentemente
considerada uma opc¢ao terapéutica para pacientes com dor oncologica crénica
(SCHUSTER et al., 2018).

J& entre os ditos opidides fracos destacamos a codeina e o tramadol.
Segundo relatos de pesquisadores da College of Physicians and Surgeons of
British Columbia (2016), existe uma escassez de evidéncias positivas para o
uso dessa classe de opiaceos em relacdo ao tratamento da dor crénica como
aguela sentida em pacientes com cancer. No entanto, a maioria das evidéncias
e a propria OMS recomendam o uso desses farmacos no tratamento de dores
moderadas (WIFFEN et al., 2017).

A eficacia da acdo analgésica dos farmacos opidides esta ligada
principalmente a modulacéo de trés receptores: y (mu); Kk (kappa) e d (delta).
Estes pertencem a grande superfamilia de receptores acoplados a proteina G e
sdo ativados tanto por peptideos opidides produzidos endogenamente como
por compostos opiaceos administrados exogenamente (WALDHOER,
BARTLETT, WHISTLER, 2004; MARTINS et al., 2012).

Como exemplos da classe dos opidides fortes ha o fentanil,
comumente prescrito na clinica para pacientes oncoldgicos, tendo sua acéo
analgésica via receptores p-opiodides centrais e periféricos (SHINOHARA et al.,
2018); a metadona, que se destaca como um opidide sintético eficaz no
tratamento da dor nociceptiva e neuropatica comumente coexistentes no
cancer (HABASHY et al.,, 2018), e a morfina, que se destaca como um dos
farmacos clinicamente mais eficazes para o tratamento paliativo da dor severa
resultante do cancer (KHABBAZI et al.,, 2019). Para a morfina recomenda-se
alterndncia em seu uso por outro opidide, caso haja ineficacia ou efeitos
adversos durante o tratamento prolongado. Segundo Pergolizzi et al. (2008), os
opibdides da etapa Il da escala analgésica sao destinados aos pacientes com
cancer e destaca a morfina como sendo a mais usada. Com base ainda em seu
estudo, todos os opidides sé@o considerados eficazes no tratamento da dor do
cancer (embora somente partes da dor do cancer sejam sensiveis a essa
classe de farmacos) (REDDY et al., 2014; SCHUG; CHANDRASENA, 2015;
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COLLEGE OF PHYSICIANS AND SURGEONS OF BRITISH COLUMBIA,
2016; REDDY et al., 2016).

Os opidides sé@o considerados eficazes no tratamento da dor crénica
nao oncologica por até 3 meses e sdo bastante usados como analgésicos em
pacientes com dor neuropatica relacionada ao cancer (FALLON, 2013; MESKE
et al., 2018). Porém, a terapia com essa classe de substancia por periodos
extensos tornou-se extremamente complexa, com conotagbes negativas
relacionadas a escalada de abuso em seu uso, havendo também evidéncias
crescentes de complicacbes como imunossupressao e risco de recorréncia de
cancer devido ao uso prolongado (HEBBES, 2016; MANCHIKANTI et al.,
2018).

A morfina tem efeitos mediados, basicamente, por receptores u-
opioides, resultando em um aumento no limiar de estimulos dolorosos
(BENYHE, 1994; ENRICO et al.,, 1998; AKCA et al., 2002). Foi um dos
primeiros medicamentos utilizados no tratamento da dor oncoldgica. Porém,
seu uso em tratamentos prolongados, como no controle da dor do cancer, pode
nao promover um efeito analgésico pronunciado devido a tolerancia adquirida
e, como os demais opidides fortes, podem também acarretar uma maior
incidéncia de efeitos adversos indesejados como: nauseas, constipacdo e
disforia (NUNES et al., 2014, HEBBES, 2016; HENEKA et al., 2016, DAI et al.,
2018).

Apesar desses efeitos, os farmacos opidides, como a morfina,
continuam sendo uma estratégia importante no manejo da dor oncolégica em
todo o mundo. Esses medicamentos agem modulando as vias ascendente e
descendente e atuam em todos o0s estagios de processamento da dor,
resultando em respostas analgésicas mais satisfatérias, tanto em nivel
periférico como central (Figura 4) (OSSIPOV, DUSSOR, PORRECA, 2010).

No Brasil as prescricdes médicas para uso desses medicamentos
mostraram crescimento significativo, correspondendo a um aumento de
produtos a base de codeina, oxicodona e fentanil em até 465% em apenas 6
anos (2009-2015). Esse fato tem preocupado especialistas e pesquisadores
gue recomendam um monitoramento mais eficaz por parte de autoridades e
das agéncias reguladoras (KRAWCZYK et al., 2018). Nos Estados Unidos,

estudos tém sugerido que o consumo e a prescricdo alarmantes de opiaceos e
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opioides levando ao uso inadequado, dependéncia e casos de overdose seriam
responsaveis até mesmo por reducdo da expectativa de vida dos americanos
de 78,9 para 78,7 anos. A Ultima vez em que uma queda ocorrera fora em
1993, durante o auge da epidemia de AIDS. Enquanto isso, as taxas de
mortalidade cairam em sete das dez principais causas de morte, incluindo
doencas cardiacas, cancer, derrame e diabetes. (BBC, 2017).

Somente em 2016, overdoses relacionadas a opidides aumentaram
28%, matando 42.249 americanos, a maioria na faixa etaria de 25 a 54 anos.
Por trdas do aumento dramatico nas overdoses entre os usuarios de heroina
estdo o0s opioides sintéticos, como o fentanil, que inundou o mercado
americano e é 100 vezes mais poderoso que a heroina. Muitos usuarios
inadvertidamente injetam heroina que foi cortada com fentanil, deixando-os

sem controle sobre a forca do golpe que eles tomam.
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Figura 4 - Modulacéo terapéutica nos diferentes estagios de processamento da dor.

NMDA - N-metil D-Aspartato, AINEs - antiinflamatoérios nédo esteroidais.
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Fonte: Adaptado de Dureja et al. (2017).

Assim, torna-se imperativa a minimizacdo dos riscos no uso continuo

de opidides e fornecer novas estratégias eficazes para o tratamento da dor

crdnica oncoldgica, sugerindo-se, inclusive, a necessidade de um modelo mais

abrangente de tratamento da dor do cancer, terapias combinadas e

intervencdes apropriadas, adaptadas as necessidades de cada individuo, com

0 objetivo de otimizar o alivio da dor e minimizar os efeitos adversos

(RAPHAEL et al., 2010).
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3.4 Abordagens Terapéuticas no Tratamento do Cancer

O uso da quimioterapia para tratar 0 cancer comegou no inicio do
século 20, com tentativas de estreitar o universo de substancias que poderiam
ter efeitos promissores contra essa doenca. Nesse periodo, varios agentes
citotoxicos ndo seletivos foram os pilares nas terapias anticancer por varios
anos (DeVITA Jr, CHU, 2008; ZAROGOULIDIS et al., 2018).

Atualmente, a quimioprevengao do cancer tem sido reconhecida como
uma importante estratégia profilatica para reduzir o 6nus causado por essa
doenca e devido a isso, varios novos agentes quimioterapicos tém sido
desenvolvidos e/ou descobertos. Muitos desses farmacos foram aprovados de
forma acelerada pela sua significante eficacia, como por exemplo, o palbociclib
que recebeu aprovacdo acelerada da FDA em 2015 como tratamento, em
combinacdo com letrozol, para pacientes com cancer de mama (FINN et al.,
2015; GIAVINA-BIANCHI et al., 2017; RATHER, BHAGAT, 2018).

Os quimioterapicos, sejam de origem natural ou sintética, podem ser
divididos em trés principais grupos, com base em seus modos e sitios de acéo:
antimetabdlitos, agentes genotéxicos e inibidores do fuso mitdtico (IGNEY,
KRAMMER, 2002). Os antimetabolitos interrompem a sintese do acido nucleico
interferindo na produgdo de um dos principais metabolitos nucleotidicos ou
substituindo o metabolito natural. A acdo destes compostos inibe a funcéo
normal dos acidos nucleicos e desencadeia 0 processo de apoptose
(SCHOLAR, 2007; AVENDANO, MENENDEZ, 2015). Os agentes genotoxicos
podem modificar a estrutura normal do material genético causando mutacdes
cromossOmicas e génicas (MOREIRA, 2002). Ja os anti-mitéticos inibem a
divisdo celular ou mitose, ligando-se a tubulina e inibindo sua polimerizacdo em
microtUbulos. Esses inibidores afetam mais as células cancerigenas do que as
células normais, porque essas se dividem mais rapidamente, portanto, sédo
mais suscetiveis a sua acao (PAIER et al., 2018).

Infelizmente, uma vez que as substancias sdo naturalmente toxicas, na
maior parte dos casos, a quimioterapia convencional causa efeitos adversos
severos, como anemia, diarreia, dor, fadiga, mudanca de apetite, perda de
cabelo, aléem da multipla resisténcia adquirida quando usadas por um longo
periodo. Dessa forma, os préprios agentes antineoplasicos podem também, em

certas circunstancias, se comportarem como carcintireogénicos. Essa
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resisténcia abriu o caminho para desenvolver novas moléculas semissintéticas
ou sintéticas que operam por mecanismos especificos de forma mais seletiva
contra células tumorais (BERNARDI et al., 2003; MADER, HOSKIN, 2006;
SAJITH et al.,, 2015). O sucesso da quimioterapia pode ser conseguido
aumentando simultaneamente a morte celular das células cancerosas e
prevenindo os efeitos toxicos sobre as células normais (LIANG; LEUNG; MOK,
2008; KHADRAOUI et al., 2016).

Numerosos estudos pré-clinicos tém sugerido a combinacdo de
terapias para uma melhor resposta clinica no tratamento do cancer (WANG et
al., 2018; BEIK et al., 2019; KRYEZIU et al., 2019; YU et al., 2019). A
combinacdo da quimioterapia mais radioterapia, por exemplo, € bastante
utiizada no Brasil e tem como objetivo melhorar a entrega local de
medicamentos e reduzir efeitos adversos. Outro exemplo é a combinacédo da
doxorrubicina com outros quimioterapicos. A Dox como também é conhecida, é
uma antraciclina muito requisitada para tratar carcinoma da mama, pulmao,
bexiga, tireoide e ovario, sarcomas 0sseos e dos tecidos mole, linfomas de
Hodgkin e ndo-Hodgkin, neuroblastoma, tumor de Wilms, leucemia linfoblastica
aguda (LLA) e leucemia mieloblastica aguda (LMA) (WU et al., 2017).

Terapias com quimioterapicos sdo projetadas para matar células
cancerosas principalmente induzindo danos no DNA. E importante tirar proveito
dessas anormalidades na maquinaria de células cancerigenas, fornecendo
biomarcadores ou alvos para sensibilizagdo (HOSOYA, MIYAGAWA, 2014). A
instabilidade genética causada por danos no DNA e ineficiéncias no reparo
dessas moleculas sdo eventos moleculares importantes para o diagnostico e
progndstico de terapia anticancer (PAZ et al., 2018).

Outra estratégia considerada promissora para 0 aumento sinérgico da
eficAcia anticAncer consiste em identificar dano as células cancerigenas
induzidas por radioterapia, o que expde antigenos tumorais especificos que as
tornam visiveis a vigilancia imunolégica do organismo (imunoterapia),
promovendo a iniciagdo e ativagdo de células T (citotdxicas). Juntas, essas
terapias oferecem potencial para eliminar as metastases, reduzir o tempo de
recorréncia e melhorar a sobrevida (CUSHMAN et al.,, 2018; WANG et al.,

2018). Assim a terapia direcionada a inibicdo da resposta ao dano do DNA
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(DDR) em canceres oferece um potencial para uma janela terapéutica maior
(O'CONNOR, 2015).

Alguns protocolos em andamento que fazem uso combinado de diversos
agentes antineoplasicos estdo conseguindo resultados com indices
surpreendentes de cura de até 90%. No entanto, varios tumores solidos ainda
nao dispbem de tratamento adequado e a morbidade associada aos
quimioterapicos ainda é um obstaculo significativo (COSTA-LOTUFO et al.,
2010). Embora seja uma modalidade de tratamento bem estabelecida, os erros
durante o tratamento também representam um risco potencialmente grave aos
pacientes. Esses erros afetam pelo menos 1-3% dos pacientes oncoldgicos
adultos e pediatricos e ocorrem em todas as fases do tratamento (WEINGART
et al., 2018).

Durante as ultimas décadas, a biologia do cancer se concentrou na
ideia de que o cancer é causado por alteracdes genéticas e que essa doenca
pode ser tratada revertendo ou direcionando essas alteragdes. Surgiu entdo a
epigenética como uma das questdes mais importantes na dissecacdo de
mecanismos e alvos terapéuticos dessa doenca, mostrando que o surgimento e
a transformacdo maligna de varios tipos de céanceres sdo causados por
expressdo ndo natural de genes relacionados ao céncer atribuidos a erros
epigenéticos (NAKADE et al., 2018).

Além da poliquimioterapia, que faz uso de dois ou mais agentes
antitumorais e da combinacdo de terapias, a Ultima década testemunhou um
progresso significativo no tratamento do cancer com a introdugcéo da terapia
com células tronco cancerigenas (LI et al., 2007; ANNETT, ROBSON, 2018),
da imunoterapia e da terapia hormonal, mais comumente usada em
tratamentos de canceres de mama, prostata e endométrio (YARDEN, CALDES,
2014; ELDER et al.,, 2018; FERREIRA et al., 2018) e o entendimento do
metabolismo lipidico que esta relacionado em varios processos durante o
desenvolvimento de alguns tipos de canceres (LIU et al., 2017).

O detalhamento/conhecimento de caracteristicas moleculares de cada
tumor podera permitir predicdo do seu comportamento, ajudando a delinear
estratégias terapéuticas mais eficazes (WARD, 2002). Assim, entender as
caracteristicas moleculares do tumor e do paciente e estabelecer sua relagdo

com os resultados dos medicamentos sera a base para tratamentos
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individualizados (RODRIGUEZ-ANTONA, TARON, 2015; WILKES, 2018)
baseados em genes, 0 que pode ter um grande impacto na mortalidade. Contra
essa possibilidade h&d o enorme numero e variabilidade de alteraces genéticas
e fenotipicas encontradas em tumores humanos cuja complexidade e
heterogeneidade estdo diretamente atreladas a terapéutica (LOPEZ-LAZARO,
2010; MARUSYK et al., 2012; RAMON et al., 2017).

Apesar de décadas de pesquisa, ndo existe ainda uma terapia curativa
disponivel para a maioria das formas disseminadas de cancer, de modo que a
descoberta e o desenvolvimento de agentes quimioterapicos eficazes contra o
cancer sdo constantemente necessarios (LOMBARDI et al., 2018; THOTA,
2018), quase sempre associados a melhores ferramentas prognosticas e
preditivas para identificar melhores intervencdes terapéuticas mais adequadas
(SOMARELLI et al., 2017). Essa nova era na pesquisa do cancer exigird uma
compreensdo mais profunda da biologia e aplicacdo criativa de novos
conhecimentos na clinica, bem como mudancas politicas, sociais e culturais
(VARMUS, 2006).

3.5 Produtos Naturais e a Descoberta de Novas Moléculas Anticancer

O conhecimento das propriedades medicinais das plantas tem sido o
foco da investigacéo cientifica ao redor do mundo gracas aos grandes avancos
gue a ciéncia tem proporcionado ao desenvolvimento da fitoquimica moderna e
da quimica medicinal associado a chamada era pdés-gendmica (VALLI et al.,
2012). Essas pesquisas permitem a descoberta de novos principios ativos, ou
ainda, a descoberta de novas atividades farmacoldgicas, aumentando a
possibilidade de encontrar substancias de interesse terapéutico (BUTLER,
2008; PASQUINI-NETTO et al., 2012).

A descoberta de medicamentos a base de plantas resultou
principalmente no desenvolvimento de agentes anti-infecciosos e antitumorais
e continua a contribuir para a entrada de novos compostos em ensaios clinicos
(OLIVEIRA et al., 2010; SHAH et al., 2013).

Ao longo da histéria, os produtos vegetais e seus analogos modificados
tém sido ricas fontes de medicamentos antineoplasicos, desempenhando,
assim, um papel importante na assisténcia farmacéutica. Através da

bioprospecgcdo de 114 mil extratos oriundos de aproximadamente 35 mil
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espécies de plantas, o Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos
(National Cancer Institute of United States, NCI-US) identificou importantes
compostos antitumorais tais como paclitaxel, docetaxel, flavopiridol,
vimblastina, vincristina, vindesina, camptotecina, irinotecano, etoposideo e
tenoposideo (Figura 5) (DEWICK, 1996; WANG, 1998; SRIVASTAVA et al.,
2005; NEWMAN; CRAGG, 2012; SHAH et al., 2013). Dados recentes da FDA
mostraram que 40% das moléculas aprovadas sdo compostos naturais ou
inspirados por eles, dos quais 74% sao utilizados na terapia antineoplasico
(SECA; PINTO, 2018).



50

Figura 5 - Alguns compostos utilizados no tratamento do cancer derivados de

produtos naturais.
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O seéculo XX apresentou um avanco extraordinario na terapéutica
antineoplasica e quimiopreventiva principalmente baseada em produtos
naturais provenientes de plantas e microrganismos (CRAGG, NEWMAN, 2005;
NEWMAN; CRAGG, 2007). Por outro lado, estudos recentes mostram que as
aprovacdes anuais de novos farmacos tém se mantido em um nivel
constantemente baixo desde os anos de 1950, apesar de avancos
tecnologicos. Em média, O custo atual para desenvolver um farmaco
antineoplasico de conceito é cerca de US $ 2,6 bilhdes (STRATTON;
NEWMAN; TAN, 2015).

O composto de origem natural camptotecina demonstrou promissora
atividade antitumoral em ensaios clinicos preliminares, atuando como inibidor
da sintese de acidos nucleicos em células de mamiferos e um potente indutor
de quebras das cadeias de DNA cromossdmico, mas apresenta também baixa
solubilidade e reacbes adversas a medicamentos. E um alcaldide isolado a
partir da arvore chinesa Camptotheca acuminata. Varios analogos semi-
sintéticos da camptotecina tém demonstrado atividade antitumoral como o
topotecano e irinotecano (Figura 6), que demonstraram acdo contra
carcinomas de mama, figado e préstata (HSIANG et al., 1985; SRIVASTAVA et
al., 2005; PDB, 2018).

Figura 6 - Moléculas dos analogos semi-sintéticos de camptotecina com atividade
antitumoral.

Topotecano Irinotecano

Fonte: Adaptado de Mason e Bergman (2007).
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Flavopiridol € um flavondide sintético baseado originalmente em
compostos purificados de Dysoxylum binectariferum, uma planta originaria da
india muito utilizada na medicina popular. Ele funciona inibindo quinases, e
interferindo na divisdo celular e causando apoptose. E investigado para
tratamento de linfomas e de leucemia linfoide e canceres de es6fago, pulméo e
figado (SEDLACEK et al., 1996; PDB, 2018).

Roscovitina é um derivado de olomucine, originalmente isolado a partir
dos cotilédones do rabanete Raphanus sativus L. (Brassicaceae), mas que
agora é produzido sinteticamente. Este composto estimulou o interesse para
tratamento do céancer em virtude da sua inibicio da CDKs (quinases
dependentes de ciclina) que desempenham um papel importante na
progressao do ciclo celular (CRAGG; NEWMAN, 2005).

O Paclitaxel (Taxol®) é um diterpendide complexo polioxigenado
isolado da casca de Taxus brevifolia (Taxaceae) indicado, atualmente, como
primeira linha e posterior na terapia para o tratamento de carcinoma avangado
de ovério, e outros canceres, incluindo os de mama. Inicialmente, o paclitaxel
mostrou resultados promissores nas fases | e Il em canceres de pulmao,
ovario, mama e carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco e foi
aprovado pelo FDA para tratamento de metastase de carcinoma de ovario
(EISENHAUER; VERMORKEN, 1998). Apesar de ter sido o farmaco mais
vendido no ano de 2000, o paclitaxel apresenta baixa biodisponibilidade devido
a baixa solubilidade em agua (SCHIFF et al., 1979) e causa fortes nauseas,
formigamento nos pés e maos, leucopenia e trombocitopenia.

Alguns anos depois surgiu o Docetaxel (Taxotere®), um analogo
estrutural com propriedades farmacologicas melhores que o taxol (atividade
antitumoral e solubilidade aquosa), sendo usado no tratamento de pacientes
com metastase avancada de cancer de mama e de pulméo, embora cause
supressdo da medula éssea, reacdes de hipersensibilidade, vdmitos e alopecia
(RINGEL; HORWITZ, 1991). Com solubilidade 1.800 vezes maior que o
paclitaxel, a pré-droga Isotaxel surgiu como uma molécula inativa, mas apés 12
min em pH fisiolégico ocorre a conversdo do isotaxel a taxol (HAYASHI et al.,
2003). J4 o Nab-paclitaxel (ABI-007; Abraxane®) é uma nova formulagdo do

paclitaxel que dispensou o uso do cremofor como solvente, diminuiu os efeitos
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adversos e aumentou a eficacia do tratamento, quando comparada ao
paclitaxel e docetaxel (ISMAEL et al., 2008).

Ha alguns anos foi relatada a presenca do paclitaxel em uma espécie
vegetal africana (Dacrydioides gracilior Pilger) pertencente a familia
Podocarpaceae, sendo o primeiro relato da presenca deste composto em
plantas fora da familia Taxaceae (WANI et al., 1971; STAHLHUT et al., 1999;
PDB, 2018).

O Tenoposideo € um derivado semi-sintético da podofilotoxina, a
principal substancia ativa da resina de podofilina de Podophyllum peltatum e
Podophyllum emodi. A podofilotoxina revelou capacidade em causar parada do
ciclo celular na metafase devido ao bloqueio irreversivel da atividade catalitica
da DNA topoisomerase Il. O complexo molécula-DNA topoisomerase Il induz
guebras na cadeia dupla do DNA e impede a reparacao por topoisomerase Il.
As quebras acumuladas no DNA evitam que as células entrem na fase mitética
do ciclo celular e conduzem & morte celular por apoptose. As moléculas
podofilotoxina, tenoposideo e etoposideo tem mostrado atividade citotoxica e
antitumoral experimental e sdo clinicamente aceitas para tratar tumores de
Wilms, de pulmdo, linfomas, leucemia aguda, pulméo, cérebro e contra varios
canceres genitourinérios (ovario, bexiga e teratomas) (DIAS et al., 2006).

A Vimblastina é um alcal6ide da vinca estruturalmente constituido por
duas unidades semelhantes: vindolina e catarantina que teve suas
propriedades antitumorais reconhecidas no final da década de 1960.
Inicialmente, extratos da planta Catharanthus roseus foram investigados por
suas propriedades hipoglicemiantes, mas foram observadas supressdo da
medula em ratos e efeitos antileucémicos in vitro. Moléculas estruturalmente
semelhantes, tais como a vindesina, vinorelbina e vincristina interferem na
polimerizacdo normal dos microtibulos do fuso mitético e do citoesqueleto e
tem sido usadas no tratamento de tumores nos rins, testiculos, cabeca e
pescoc¢o, coriocarcinomas, leucemia linfocitica aguda, pulmdo e mama
(SRIVASTAVA et al., 2005; PDB, 2018).

Por meio da compreensdo dos mecanismos responsaveis pela
progressdo do cancer e da acdo dos farmacos, algumas dessas moléculas
citadas anteriormente foram descartadas por nao apresentarem atividade

satisfatdria em testes clinicos, ou elevada toxicidade, e estdo sendo novamente
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investigadas e/ou modificadas quimicamente na tentativa de obtencdo de
protétipos mais adequados do ponto de vista da toxicidade, solubilidade em
agua e biodisponibilidade (BRANDAO et al., 2010). Logo, a pesquisa por novas
substancias com potencial antitumoral € uma constante exigéncia e de grande
importancia para a saude publica.

No Brasil, o reconhecimento da importancia de plantas para o
desenvolvimento de farmacos modernos e terapeuticamente mais eficazes foi
finalmente e nacionalmente oficializado pelo lancamento da Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N° 5.813
em 22 de junho de 2006, a qual estabelece diretrizes para o desenvolvimento
de acdes voltadas a garantia do acesso seguro e uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, ao desenvolvimento de tecnologias e inovacdes, ao
fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos e ao uso sustentavel da
Biodiversidade Brasileira (BRASIL, 2006), o que explica a explosao de estudos
com produtos naturais nos ultimos anos devido ao investimento em areas
estratégicas.

Analises criteriosas apontam um cenario com grande heterogeneidade
e alta diversidade de espécies vegetais em biomas brasileiros como, por
exemplo, o Caatinga e Amazodnia (LEAL et al., 2003). A abundancia de nichos e
associacfes bioldgicas sugere também que exista uma grande quantidade de
substancias farmacologicamente ativas ainda pouco estudadas. Futuramente
mesmo que moléculas isoladas ndo venham a se tornar farmacos, poderéo ser
utiizadas como protétipos e originarem compostos com utilidade clinica
(MONTANARI; BOLZANI, 2001; FARIAS et al.,, 2013; SOUZA et al., 2013).
Mesmo assim, o mercado de medicamentos no Brasil € quase que
completamente dependente da matéria-prima produzida por empresas
estrangeiras multinacionais, as quais dominam o mercado farmacéutico
(CALIXTO; SIQUEIRA Jr, 2008).

3.6 Espécie Vegetal de Interesse - Casearia sylvestris Swartz

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, com mais de 56.000
espécies de plantas, com quase 19% da flora mundial e em cerca de 20% do
namero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimbnio genético tem, na

atualidade, valor econbmico-estratégico inestimavel em varias atividades, mas
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€ no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua
maior potencialidade (GIULIETTI et al., 2005; SANTOS et al., 2008).

Nesse contexto destaca-se a espécie Casearia sylvestris Swartz,
familia Salicaceae. No Brasil, existem cerca de 48 espécies do género
Casearia em regides subtropicais e tropicais do mundo, compreendendo cerca
200 espécies. E uma planta medicinal usada na América do Sul, inclusive no
Brasil, conhecida como “guagatonga”, uma palavra originaria do tupi-guarani, o
que sugere seu remoto uso pelas comunidades indigenas. E também
conhecida por outros nomes populares como: "erva-de-tit", "cafezinho-do-
mato"”, “erva-de-lagarto”, “lingua-de-giu”, “café-bravo”, “corta-lengua” dentre
outros conforme regido. (HOEHNE, 1939; LITTLE, WADSWORTH, 1964;
TORRES, YAMAMOTO, 1986; PEREIRA et al., 2017).

Existem muitos estudos relacionados ao perfil fitoquimico e acdes
farmacoldgicas atribuidas a especie C. sylvestris Sw.. Dentre essas atividades
podemos citar algumas atribuidas pricipamente a metabolitos presentes nas
folhas como: o efeito anti-hiperalgésico do extrato hidroalcoolico (PIOVEZAN et
al., 2017); atividade antifungica do 6leo essencial e fracdo enriquecida com
sesquiterpenos (PEREIRA et al., 2017); efeito ansiolitico (ARAUJO et al., 2017)
da fracdo enriquecida com diterpenos clerodanicos; atividade antinflamatoria e
anti-bacteriana do extrato hidroalcéolico (CAMPOS et al., 2015); atividade
antioxidante in vitro da frag&o enriquecida de diterpenos clerodanicos (ARAUJO
et al.,, 2015; ESPINOSA et al., 2015); atividade leishmanicida do extrato
metanolico (ANTINARELLI et al.,, 2015); atividade antimicrobiana e efeito
hipolipemiante do extrato etandlico (ESPINOSA et al., 2015).

Na dultima década, nosso grupo de pesquisa tem revelado a
potencialidade farmacoldgica in vitro e in vivo da fracdo rica em diterpenos
clerodanicos obtidas das folhas de C. sylvestris Sw. e também de seus
compostos, principalmente contra diversos tipos histolégicos de linhagens
tumorais (SANTOS et al., 2010; FERREIRA et al., 2011, 2010, 2014; ARAUJO
et al., 2015; ARAUJO et al., 2017).

Os principais compostos responsaveis pela maioria das atividades
farmacoldgicas relatadas sao, principalmente, metabdlitos secundarios da
classe dos terpenos, dentre eles os diterpenos clerodanicos (casearinas,

caseargrevinas, casealurcinas e caseamembrois), ligninas, neolignanas,
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derivados do &cido galico e flavonoides, destacando essa classe de moléculas
como promissora na busca de novas atividades farmacologicas (Figura 7)
(ITOKAWA et al., 1990; SILVA et al., 2009; SANTOS et al., 2010; FERREIRA et
al., 2011; FERREIRA et al., 2014).

Figura 7 - Estrutura molecular base dos diterpenos clerodanicos.
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RESUMO

Casearia sylvestris Swartz € uma espécie vegetal pertencente a familia Salicaceae,
presente em quase todas as regifes tropicais e subtropicais da América do Sul.
Apresenta diversas atividades farmacologicas como: atividade antiulcerogénica,
citotoxica, antimicrobiana, antinflamatéria e anti-hipertensiva. Esse trabalho teve
como objetivo avaliar a acdo antitumoral in vivo e ex vivo de uma fragdo com
casearinas (FC) e seu principal componente (Casearina X) isolado de folhas de C.
sylvestris Sw.. Inicialmente camundongos Swiss portadores do tumor Sarcoma 180
foram tratados com FC e Cas X por 7 dias. No 8° dia os animais foram sacrificados e
quantificados a massa tumoral bem como alteracdes celulares em andlises
hematolégicas e bioquimicas por citometria de fluxo e analises histolégicas em
Orgaos e tumores. A viabilidade de células do tumor S-180 foi determinada por meio
do ensaio com o corante azul de tripan. Em paralelo, grupos de animais portadores
do tumor S-180, tratados e nao trados com FC foram acompanhados para se
determinar a sobrevida. FC 10 e 25 i.p. e 50 mg/kg/dia por via oral e Cas X 25i.p. e
50 mg/kg/dia por via oral revelaram taxas de inibicdo do crescimento tumoral de
35,8, 86,2, 53,7, 90,0 e 65,5% respectivamente e em fotomicrografias dos tumores,
foram verificadas mitoses, invasdo muscular e &reas necroéticas. Em grupos tratados
com FC foram observadas alteracdes histolopatologicas como, congestéo passiva e
degeneracdo vacuolar em tecido hepatico e autélise e pontos hemorragicos em
tecidos renais. Andlises a nivel celular revelaram que o FC reduz a integridade da
membrana e induziu a fragmentacdo do DNA e a despolarizacdo mitocondrial
(p<0,05). Animais tratados com FC 25 mg/kg/dia i.p e oral, apresentaram uma maior
sobrevida quando comparados aos grupos controles negativos. FC e Cas X foram
eficientes substancias antitumorais contra células tumorais murinas, causando
apenas alteracdes morfoldgicas reversiveis no figado, rins e bacos. Esses achados
enfatizam os diterpenos clerodanicos como uma classe emergente de moléculas
anticancer.

Palavras-chave: Casearina X, Sarcoma 180, Antineoplasico, Toxicidade
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ABSTRACT

Casearia sylvestris Swartz is a plant species belonging to the family Salicaceae,
present in almost all tropical and subtropical regions of South America. The
different pharmacological measures such as: antiulcerogenic, cytotoxic,
antimicrobial, anti-inflammatory and antihypertensive activity. This work aimed
to evaluate the in vivo and ex vivo antitumor action of a fraction with casearins
(FC) and its main component (Casearina X) isolated from leaves of C. sylvestris
Sw .. Initially Swiss mice bearing the Sarcoma 180 tumor were treated with FC
and Cas X for 7 days. On the 8th day the animals were sacrificed and quantified
the tumor mass as well as cellular alterations in hematological and biochemical
analyzes by flow cytometry and histological analyzes in organs and tumors. The
viability of S-180 tumor cells was determined by the trypan blue dye assay. In
parallel, groups of animals bearing the S-180 tumor, treated and not treated
with FC were monitored for survival. FC 10 and 25 i.p. and 50 mg/kg/day orally
and Cas X 25 i.p. and 50 mg/kg/day orally revealed tumor growth inhibition
rates of 35.8, 86.2, 53.7, 90.0 and 65.5% respectively and in photomicrographs
of the tumors, mitoses, invasion muscular and necrotic areas. In groups treated
with FC histological changes were observed, such as passive congestion and
vacuolar degeneration in hepatic tissue and autolysis and hemorrhagic spots in
renal tissues. Cellular analysis revealed that FC reduced membrane integrity
and induced DNA fragmentation and mitochondrial depolarization (p<0.05).
Animals treated with FC 25 mg/kg/day i.p and oral presented higher survival
when compared to the negative control groups. FC and Cas X were efficient
antitumor substances against murine tumor cells, causing only reversible
morphological changes in the liver, kidneys and spleens. These findings
emphasize clerodan diterpenes as an emerging class of anticancer molecules.

Key words: Casearin X. Sarcoma 180. Antineoplastic.Toxicity
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1 INTRODUCAO

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) € uma planta amplamente
distribuida no Brasil conhecida como “guagatonga”, “café silvestre” e “cafezinho
do mato” dentre outros nomes conforme ocorréncia regional. Extratos
etanolicos e seus Oleos essenciais obtidos das folhas tém atividade
antiulcerogénica e reduzem o volume géstrico sem alterar o pH do estébmago, o
que corrobora seu uso em desordens gastrointestinais (ABOIN et al., 1987;
BASILE et al., 1990; ESTEVES et al., 2005 ) e extratos aquosos apresentaram
atividade inibitoria da fosfolipase A, (PLA>), prevenindo os efeitos de danos no
tecido muscular ap6s a inoculacdo de toxinas (BORGES et al., 2000, 2001,
CAVALCANTE et al., 2007; SILVA et al., 2008a).

A espécie C. sylvestris Sw. apresenta também acdo antimicrobiana
contra patégenos como fungos e bactérias, o que explica seu uso tradicional no
tratamento de feridas, ulceracdes cutaneas, diarreia, gripes e resfriados pela
tribo indigena Karaja (Brasil) e Shipibo-Conibo (Peru) (CARVALHO et al., 1998;
OBERLIES et al.,, 2002; MOSADDICK et al., 2004; SILVA et al., 2008b). O
potencial antioxidante de espécies distintas de Casearia também foi
demonstrado por sequestro de radicais livres em testes in vitro e in vivo. Dentre
todos os compostos bioativos encontrados no extrato etandlico, os efeitos
terapéuticos dos 6leos essenciais tém sido atribuidos ao biciclogermacreno, um
sesquiterpeno com atividade antinflamatéria (MENEZES et al.,, 2004;
MOSADDICK et al., 2004; ARAUJO et al., 2015). Os extratos metandlicos
obtidos das folhas de C. sylvestris Sw. reduziram os lipidios séricos, a
agregacado plaquetéria in vitro e o estresse oxidativo quando administrados
oralmente em camundongos Swiss e preveniram 0 espessamento arterial
induzido por dieta hiperlipidica (BRANT et al., 2014).

As propriedades farmacolégicas de C. sylvestris Sw. sdo atribuidas
principalmente a diterpenos clerodanicos, um metabdlito secundario derivado
de unidades de isopreno também conhecidos como “casearinas’,
“casearvestrinas” e “caseargrevinas”, encontrados principalmente nas folhas
dessa espécie (ITOKAWA et al., 1990; CARVALHO et al., 2009; SANTOS et
al., 2010; FERREIRA et al., 2011a, 2014, ARAUJO et al., 2014). Com base
nesses extensos usos etnofarmacoldgicos, este estudo analisou a acéo

antitumoral in vivo e ex vivo de uma fracdo acetato de etila rica com Casearinas
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(FC) e do seu principal constituinte (Casearina X) obtidos das folhas de C.

sylvestris Sw. em modelo tumoral murino.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Isolamento do composto e identificagéo estrutural

As folhas de C. sylvestris Sw. foram coletadas no Parque Estadual
Carlos Botelho (S&o Miguel Arcanjo, SP) por pesquisadores do Instituto de
Quimica da Universidade Estadual Paulista (IQ-UNESP). Os espécimes de
comprovante (AGS04, AGS05, AGS06, AGS13 e AGS19) foram depositados
no Herbario Maria Eneida P. Kaufmann, do Instituto de Botanica do estado de
Sao Paulo, Brasil. O extrato etandlico das folhas e sua fracdo foram obtidos
conforme descrito em Santos et al. (2010). Resumidamente, o extrato foi
fracionado através de uma extracdo em fase solida usando carvao
ativado/silica gel 60-200 pm (1:1, m/m) como fase estacionaria e
hexano/acetato de etila (95:5, v/v), acetato de etila e metanol como a fase
movel, fornecendo trés fracbes, respectivamente. A segunda fracdo obtida &
denominada fracdo acetato de etila enriquecida com casearinas (FC).

Os isolados (diterpenos clerodanicos) foram identificados no Nucleo de
Bioensaios e Biofisiologia de Produtos Naturais-NuBBE, do Instituto de
Quimica da UNESP (Araraquara, Sao Paulo, Brasil) por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector Diode Array (HPLC-DAD), conforme descrito em
Claudino et al. (2013) e ressonancia magnética nuclear considerando dados da
literatura (ITOKAWA et al., 1990; SANTOS et al, 2010). Essas andlises
mostraram que a FC constitui 56,5% da fracdo inicialmente obtida, sendo os
isolados Caseargrewiin F (Cas F) e Casearin X (Cas X), as moléculas
majoritarias, com uma ocorréncia de 9,9 e 14,2%, respectivamente (FERREIRA
et al., 2014) (Figura 1). Os registros no SisGen (Sistema Nacional de Gestao
do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado) foram
protocolados (#A0O0892A e #A33EAT7A) de acordo com legislacao brasileira de

acesso ao patrimoénio genético e conhecimento tradicional (Lei 13.123/2015).
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Figura 1 — Estrutura molecular dos diterpenos clerodanicos. (A) Casearina X e (B)
Caseargrewiin F.

2.2 Produtos quimicos

O soro fetal bovino foi adquirido da Cultilab® (Campinas, SP), meio
RPMI 1640, tripsina-EDTA, penicilina e estreptomicina foram adquiridas da
GIBCO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 5-fluoruracil (5-FU), iodeto de
propidio (PI), o brometo de etidio e a rodamina 123 foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Co®. (St. Louis, MO, EUA) e o triton X-100 foi adquirido da VETEC®
(Rio de Janeiro, Brasil).

2.3 Animais

Camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus), fémeas adultas
foram obtidas do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
Teresina, Piaui. Os animais foram mantidos em gaiolas bem ventiladas sob
condicBes de luz padréo (ciclo claro/escuro de 12:12 h) e temperatura (22 £ 1
°C), e alojados com livre acesso a dieta comercial de roedores e agua ad
libitum. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da UFPI n° 373/17 (CEUA/UFPI) e estdo de acordo com as
diretrizes brasileiras (COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e
internacionais sobre cuidados e uso de animais experimentais (Diretiva
2010/63/UE do Conselho do Parlamento Europeu) e seguiram 0s preceitos da
Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
20009.
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2.4 Andlise da atividade antitumoral in vivo

Células de Sarcoma 180 foram mantidas na cavidade peritoneal de
camundongos. Células de tumor ascitico de Sarcoma 180 (S-180) com dez
dias de manutencdo foram removidas da cavidade peritoneal, contadas e
implantadas subcutaneamente 0,5 mL (4x10° células/mL) na axila dianteira
direita de animais saudaveis. No dia seguinte, eles foram divididos
aleatoriamente em seis grupos (n=10 cada) e as substancias (FC e Cas X),
dissolvidas em 4% de DMSO, foram administradas com injecao intraperitoneal
ou via oral por gavagem por 7 dias nas doses de 10, 25 ou 50 mg/kg/dia. Os
controles negativos e positivos receberam 4% de DMSO (i.p. e oral) e 5-
Fluoruracil (25 mg/kg/dia, i. p.). No oitavo dia, os animais foram anestesiados
com cetamina (90 mg/kg)/xilazina (4,5 mg/kg) para coleta de sangue através de
plexo retrorbital (WAYNFORTH, 1980) utilizando tubos estéreis e pipetas
heparinizadas para determinar o perfil de leucécitos periféricos e analisados
com aumento de 400x em esfregacos de sangue marcados com May-
Grunwald-Giemsa (dois por animal) para obter quantidade diferencial de
glébulos brancos (WBC). A contagem absoluta de leucécitos foi calculada
como o produto individual de sua respectiva porcentagem diferencial e
contagem total de leucécitos (BIERMANN et al., 1999).

Posteriormente, todos os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical e os 6rgaos (figados, bacos, rins e estdbmagos) e
tumores foram dissecados, pesados e fixados em formaldeido a 10% para
exame de tamanho, alteracdes de cor e hemorragias. O percentual de inibicdo

do crescimento tumoral (%) foi calculado conforme férmula que segue:

Percentual de inibigdo (%) = [(A - B) / A] x100
Onde:
e A - peso médio do tumor no controle negativo;

e B - média para cada grupo tratado.

Tumores (de ambos os grupos tratados com FC e Cas X) e figados,
bacos, rins e estdbmagos (de grupos tratados com Cas X) foram,

posteriormente, seccionados em tamanhos menores e preparados para 0s
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procedimentos histologicos de rotina e corados com hematoxilina e eosina
(HE). A analise histolégica foi realizada sob microscopia de luz com aumento
de 100 a 400x.

2.5 Anélise por citometria de fluxo em células de Sarcoma 180

Células do tumor ascitico S-180 foram obtidas entre 7 e 9 dias poés-
inoculagcdo da cavidade peritoneal de animais portadores sob condi¢des
asseépticas. A suspensao celular tumoral foi centrifugada a 500 x g, por 5 min
para obtencdo de um pellet celular e lavada trés vezes com meio RPMI. A
concentracdo celular foi ajustada para 0,5 x 10° células/mL em meio RPMI
1640 suplementado com soro fetal bovino e fitohemaglutinina (2%). Logo apos,
as células foram plagueadas em placa de 24 pocos e incubadas com
concentracdes crescentes de FC (0,2; 0,4 e 0,8 ug/mL) por 24 h (FERREIRA et
al., 2014). Doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle positivo (0,3 pg/mL).
Posteriormente, foram realizadas as andlises por citometria de fluxo - Guava
EasyCyte Mine™ (software Guava Express Plus CytoSoft 4.1, Guava
Technologies Inc. Industrial Blvd. Hayward, CA, USA), comparando
populacbes de células, quanto as caracteristicas de tamanho e granulosidade
usando um laser de argonio (488nm). Cinco mil eventos foram contabilizados

em cada experimento e os debris celulares foram omitidos das analises.

2.5.1 Integridade da membrana

A integridade da membrana celular foi avaliada pela excluséo do iodeto
de propidio (Pl) ap6s 24 h de exposicdo. Resumidamente, 100 uL de células
tumorais tratadas e ndo tratadas na concentracdo de 0,5 x 10° cél/mL, foram
incubadas com Pl (50 pg/mL) durante 5 min a 37 °C, ap0s esse tempo a
integridade da membrana foi determinada (DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

2.5.2 Fragmentacédo de DNA

Ap6s 24 h de tratamento, as células tumorais (0,5 x 10° cél/mL) foram
incubadas a 37 °C por 30 min no escuro em uma solucédo de lise contendo 0,1
% de citrato, 0,1 % triton X-100 e 50 pyg/mL de PIl. A fluorescéncia foi
subsequentemente medida (FERREIRA et al., 2014).
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2.5.3 Potencial transmembrana mitocondrial

O potencial transmembrana mitocondrial foi determinado com rodamina
123, um corante fluorescente, catidnico, permeavel as células, prontamente
sequestrado pelas mitocondrias sem induzir efeitos citotdxicos. Apos 24 h de
tratamento, as células tumorais foram lavadas com PBS e incubadas com
rodamina 123 a 37 °C durante 15 min no escuro. As células foram incubadas
novamente em PBS a 37 °C por mais 30 min no escuro, e a fluorescéncia
mensurada (CURY-BOAVENTURA et al., 2003).

2.6 Ensaio de relaxamento de DNA

Os efeitos inibitorios da FC nas topoisomerases de DNA humano (I e Il)
foram examinados usando Kits de Triagem de Medicamentos Topo | e Topo I
(TopoGEN, Inc.). O DNA plasmidico super enrolado (250 ng) foi incubado com
Topo | ou Il humano (4 Ul) a 37 °C durante 30 min em tamp&o de relaxamento
(10 mM tampéo Tris pH 7,9, 1 mM EDTA, 0,15 M NaCl, 0,1% de BSA, 0,1 mM
espermidina e 5% glicerol), na presenca ou auséncia de FC (0,01, 0,1, 1 e 10
pg/mL). Camptotecina (1 uM) e etoposideo (100 pM) foram utilizados como
controles positivos. A reacdo foi terminada pela adicdo de 10% de dodecil
sulfato de sodio (SDS) (2 uL) e proteinase K (50 ug/mL) e incubada a 37 °C por
30 minutos. As amostras de DNA (2 uL) foram adicionadas com corante e
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% por 90 minutos a

temperatura ambiente e coradas com brometo de etidio.

2.7 Sobrevida de camundongos portadores do tumor S-180

Diariamente, os animais de todos os grupos foram observados para
registro de mortes e geracdo de uma curva de sobrevida tipo Kaplan-Meier.
Foram analisados grupos de animais tratados diariamente com FC nas doses
de 10 e 25 mg/kg/dia i.p. e 25 e 50 mg/kg/dia oral, até a morte de cada animal.
Como controle positivo utilizou-se o quimioterapico 5-FU na dose de 25

mg/kg/dia.

2.8 Analises estatisticas
De modo a determinar as diferencas entre os grupos, os dados (média

+ E.P.M.) foram comparados por analise de variancia unidirecional (ANOVA),
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seguida pelo teste de multiplas comparacdes Student Newman-Keuls,
adotando como nivel de significancia p<0,05 e utilizando o software GraphPad

Prism®.

3. RESULTADOS
3.1 Atividade in vivo contra o tumor Sarcoma 180

Apés a administragcdo da FC ou Cas X [intraperitoneal (10 e 25
mg/kg/dia) ou via oral por gavagem (25 e 50 mg/kg/dia)] por 7 dias
consecutivos, os camundongos foram sacrificados no 8° dia por deslocamento
cervical e dissecados para remoc¢ao de tumor, figado, baco, rins e estdmago.
Ambas as substancias - FC 10 e 25 mg/kg/dia i.p. e 50 mg/kg/dia por via oral e
Cas X 25 mg/kg/dia i.p. e 50 mg/kg/dia por via oral - reduziram o crescimento
tumoral (1,3+0,2;0,3+0,1; 1,1 £0,3; 0,2 + 0,7 e 0,7 £ 0,19, respectivamente)
de forma significativa (p<0,05) quando comparados ao controle negativo que
recebeu DMSO 4% (FC: 1,9 £0,2e 2,4 £ 0,3g; Cas X: 2,3+ 0,2 e 2,2 + 0,3q,
para administracdo ip e oral, respectivamente) (Tabela 1). FC 10 e 25
mg/kg/dia i.p. e 50 mg/kg/dia por via oral e Cas X 25 mg/kg/dia i.p. e 50
mg/kg/dia por via oral revelaram taxas de inibicdo do crescimento tumoral de
35,8 + 8,9 (FC 10 mg/kg/dia i.p.), 86,2 + 7,2 (FC 25 mg/kg/dia i.p.), 53,7 + 10,9
(FC 50 mg/kg/dia v.0.), 90,0 £ 2,9 (CAS 25 mg/kg/dia i.p.) e 65,5 *+ 6,6% (CAS
50 mg/kg/dia v.0.). O controle positivo 5-FU também mostrou reducédo do tumor
variando de 52,7 + 5,7 a 83,9 = 2,3% (p<0,05).
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Tabela 1 - Efeito de uma fracdo com Casearinas (FC) e de Casearina X (Cas X) extraidas de folhas de Casearia sylvestris no peso relativo
Umido de 6érgdos-chave e no crescimento tumoral em camundongos Swiss portadores de Sarcoma 180 ap6s 7 dias de tratamento

intraperitoneal ou oral.

Peso

g/100g

Uleiee Substancia Dose camundongos Tumor (g) M Eee 6o
administragcéo (mg/kg/dia) ©) Figado Rim Baco Estémago Tumor (%)
Intraperitoneal Controle - 38,0+1,2 531+0,13 140+004 051+£0,03 0,67+0,07 1,9+0,2 -
5-FU 25 21,5+1,0¢ 4,86+0,27 1,28+0,03 0,22+0,01* 0,60=*0,04 0,3+0,1* 83,9 +2,3*
FC 10 36,3+0,8 498+0,15 1,37+0,04 0,480,004 0,59+0,09 1,3+0,2* 35,8 + 8,9*
25 24,6 +0,8* 4,52 +0,20r 1,43+0,08 0,26+0,06* 0,61+0,05 0,3+0,1* 86,2 +7,2¢
Oral Controle - 36,2+1,2 528+0,18 1,35+0,07 0,53+0,02 0,69+0,04 2403 -
FC 25 35011 522+0,16 1,34+0,05 0,45+0,03 0,83+0,04 1,8+0,3 24,9 +10,6
50 31,3+1,5 4,88 £ 0,22 1,44 £ 0,05 0,42+0,03 1,02+0,11* 1,1+£0,3* 53,7 £ 10,9*
Intraperitoneal Controle - 30,0+0,8 562+0,16 1,47+0,07 065%+0,05 0,59+0,09 2,3+0,2 -
5-FU 25 22,2+ 1,0* 506+0,15 151+0,05 0,38+0,03* 0,50+0,08 1,0+0,1* 52,7 + 5,7
Cas X 10 30,9+1,0 558+0,27 158+004 0,71+0,03 0,63+0,05 2,7+0,3 -15,2 + 13,7
25 22,5+0,8* 487+031 161+0,08 0,44+0,03* 0,62+0,06 0,2+0,7* 90,0 + 2,9*
Oral Controle - 28,0 £0,7 4,86 +0,07 1,04+0,02 055+0,04 0,66+0,02 2,2+0,3 -
Cas X 25 29,5+1,2 4,97 £ 0,18 1,18 £ 0,03 0,57 £ 0,05 0,64 £ 0,02 2,1+0,3 0,5+12,1
50 27,4+15 453+0,17 1,20+0,08 0,38+0,04* 0,93 +0,06* 0,7+0,1 65,5 + 6,6%

Valores correspondem a médias + E.P.M., n=10 animais/grupo. O controle negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir as amostras
(4% de DMSO). O quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) foi usado como controle positivo. *p<0,05 comparado com o controle negativo por
ANOVA seguido pelo teste de mdultiplas comparacdes Student Newman-Keuls.
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3.1.1 Exames macroscopicos e microscopicos

Houve uma reducdo no peso dos animais tratados com FC (24,6 + 0,8
g) e Cas X (22,5 £ 0,8 g) na dose de 25 mg/kg /dia i.p. (Tabela 1). Alteracdes
no peso relativo dos orgaos também foram observadas nos animais tratados
por FC e Cas X via intraperitoneal. Houve uma diminuicdo dos figados (4,52 +
0,20 g) e bacos (0,26 £ 0,06 g) dos animais tratados com FC 25 mg/kg/dia e
achados semelhantes foram observados com bacos (0,44 + 0,03 g) de
camundongos tratados com Cas X em comparagdo com seus respectivos
controles negativos (0,51 + 0,03 e 0,65 *+ 0,05 g) (p<0,05). O controle positivo
5-FU também reduziu significativamente os pesos relativos do bagco em ambos
os protocolos experimentais (0,22 + 0,01 e 0,38 + 0,03 g). Por outro lado, doses
orais de 50 mg/kg/dia em ambos os grupos tratados com FC e Cas X causaram
aumento dos estdbmagos (1,02 + 0,11 e 0,93 + 0,06 g) e FC 50 mg/kg/dia e
também induziram a diminuicdo do baco (0,38 = 0,04 g) (p<0,05). Ndo foram
constatadas mortes durante o tratamento dos camundongos com a FC ou Cas
X, embora os animais tratados com FC e Cas X 25 mg/kg/dia i.p. tenham
apresentado diarreia a partir da segunda dose, resultando em perda de peso
ao final do tratamento.

Os tumores dos grupos controle negativo [i.p. e oral DMSO 4%
(Figuras 2A e B, respectivamente)] e grupos tratados com FC e Cas X 10
mg/kg/dia i.p. e FC e Cas X 25 mg/kg/dia via oral (Figuras 2D e F)
apresentaram caracteristicas de malignidade (anaplasia), consistindo em
células redondas e poliédricas com anisocariose, binucleacdo, mitoses
comuns, diferentes graus de pleomorfismo celular e nuclear, grandes areas de
invasdo muscular e pontos de necrose de coagulacdo. Analise dos grupos que
receberam 5-FU (Figura 2C), FC e Cas X 25 mg/kg/dia i.p. (Figura 2E) e 50
mg/kg/dia por via oral (Figura 2G) mostraram, como descrito acima, morfologia
tipica de células neoplasicas, mas esses grupos demonstraram mitoses raras e

areas de necrose de coagulagdo mais frequentes.
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Figura 2 — Fotomicrografia mostrando aspactos morfolégicos do tumor Sarcoma 180
em camundongos Swiss apods 7 dias de tratamento com uma Fragdo com Casearinas
extraida de Casearia sylvestris. Os animais foram tratados por injecao (10 e 25
mg/kg/dia: D e E) ou gavagem (25 e 50 mg/kg/dia: F e G, respectivamente). O controle
negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia (4% de DMSO i.p. e
oral; A e B). 5-Fluorouracil foi usado como controle positivo i.p. (C). Coloracdo com
hematoxilina-eosina. Barra de escala = 50 pm.
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Orgdos dos animais do grupo controle negativo ndo apresentaram
sinais de toxicidade hepatica, embora alguns pontos de edema celular
(degeneracdo vacuolar) (Figura 3A) e rins com hemorragia glomerular e
tubular leves tenham sido encontrados (Figura 4A). Bagos com foliculos
visiveis e muitos megacariécitos também foram observados. Os estdmagos
nao apresentavam estrias de hemorragia, a regido da cardia apresentava
cobertura escamosa queratinizada sem alteragbes diagnosticada nas regides
da cardia, fundo e corpo e pilérica e nas células parietais e zimogénicas, e
visualizadas mucosa e submucosa normais. Por outro lado, as investigacoes
mostraram que apenas Cas X 25 mg/kg/dia i.p. foi capaz de induzir alteracdes
histopatolégicas significativas em tecido hepatico, uma vez que a toxicidade foi
diagnosticada por areas focais de células inflamatérias, congestédo passiva do
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portal em veia centrolobular (Figura 3D). Além disso, degeneracdo vacuolar
mais visivel foi encontrada em animais tratados com Cas X com 50 mg/kg/dia
por via oral (Figura 3F).

Figura 3 — Fotomicrografia em tecido hepatico de camundongos tratados com
Casearina X isolada das folhas de Casearia sylvestris Swartz. Doses de 10 (C) e 25
mg/kg/dia i.p. (D) e 25 (E) e 50 mg/kg/dia oral (F) durante 7 dias. Controle negativo
(DMSO 4%) (A). 5-Fluorouracil (5-FU) foi usado como controle positivo (B). Coloracao
com Hematoxilina-Eosina. Barra de escala = 50 um.
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Os rins dos animais que receberam 25 mg/kg/dia i.p. de Cas X
mostraram aspecto macroscopicamente esbranquicado quando comparado
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com o controle negativo e, microscopicamente, houve hemorragia glomerular e
tubular com intenso aumento de volume das células tubulares e presenca de
cilindros hialinos (Figura 4D). O foco de hemorragia e os cilindros hialinos
também foram observados em todos os outros grupos (Figura 4). Bacos dos
grupos FC e Cas X a 25 mg/kg/dia i.p. e FC 50 mg/kg/dia oral mostrou
diminuicdo no tamanho dos foliculos. Os estdmagos foram semelhantes aos
animais de controle negativo e alteracdes morfolégicas nos grupos tratados
com FC e Cas X nédo foram detectadas, apesar do aumento significante dos

pesos relativos.
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Figura 4 — Fotomicrografia de tecido renal de camundongos tratados com Casearin X
isolada das folhas de Casearia sylvestris Swartz. Doses de 10 (C) e 25 mg/kg/dia i.p.
(D) e 25 (E) e 50 mg/kg/dia oral (F) durante 7 dias. O controle negativo (A) recebeu
DMSO 4%. 5-Fluorouracil (5-FU) foi usado como controle positivo (B). Coloragdo com
Hematoxilina-Eosina. Aumento em microscopia de luz de 400x. Barra de escala = 50
pm.
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3.1.2 Perfil dos glébulos brancos do sangue periférico

Camundongos Swiss portadores de Sarcoma 180 e tratados com FC
também foram analisados quanto a contagem de glébulos brancos. Foi
encontrado um decréscimo no namero total de leucdcitos no grupo 5-FU (2,6 x
10%puL) devido & reducdo de mondcitos (0,1 + 0,01 x 10%/uL), neutréfilos (0,1 +
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0,002 x 10%pL) e linfocitos (2,4 + 0,2 x 10%/uL). Por outro lado, houve aumento
de neutréfilos (5,0 + 0,3x10%uL) e redugao de linfécitos (2,0 + 0,1 x 10%/uL) em
animais tratados com FC 25 mg/kg/dia i.p. (Tabela 2, p<0,05), embora n&o
tenham sido observadas alteracfes em relacdo ao numero total de leucocitos
quando comparado ao controle negativo (8,8 + 0,6 x 10*/uL), presumivelmente

devido a compensacédo na contagem geral (p>0,05).
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Tabela 2 - Perfil das células brancas do sangue periférico de camundongos Swiss portadores de Sarcoma 180 apds tratamento intraperitoneal
ou oral durante 7 dias com a fracdo com casearina extraida de folhas de Casearia sylvestris.

Contagem diferencial de leucécitos (10°/uL)

Via de Substancia Dose Leucécitsos Totais
administracao mg/kg/dia 10°/pL
¢ (mg/kg ) ( uL) Eosinoéfilos Linfécitos Neutrofilos Monécitos
Controle - 8,8+0,6 0,1+0,01 4,7+0,7 3,7+0,5 0,28+0,1
5-FU 25 26+0,1* 0,0+0,0 2,4 +0,2% 0,1 +0,002* 0,1 +0,01*
Intraperitoneal
10 7,2+0,3 0,0+0,0 39+0,1 3,0+0,6 0,3+0,1
FC
25 7,3+0,7 0,1+0,1 2,0+0,1* 5,0+0,3* 0,3+0,1
Controle - 6,5+0,9 0,1+0,1 3,7+0,9 25+0,4 0,2+0,1
Oral
25 8,4+0,8 0,2+0,1 41+04 3,7+0,5 0,4+0,1
FC
50 6,9+0,6 0,2+0,1 34+11 28+0,6 0,4+0,1

Valores correspondem a médias + E.P.M., n=10 animais/grupo. O controle negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir as amostras
(4% de DMSO). O quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) foi usado como controle positivo. *p<0,05 comparado com o controle negativo por
ANOVA seguido pelo teste de mdultiplas comparacdes Student Newman-Keuls.
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3.1.3 Alteracdes fenotipicas em células de S-180

Os resultados revelaram que a FC nas concentracdes de 0,4 e 0,8
pg/mL reduz a integridade de membrana (63,5 + 1,5 e 11 + 1,8%), causa
fragmentacdo do DNA (19,1 £+ 1,1 e 48,4 £+ 1,8%) e induz despolarizacéo
mitocondrial (14,0 + 0,5 e 18,3 + 0,3%) em culturas primarias de células S-180
guando comparadas com o controle negativo (80,0 + 0,1; 6,7 + 0,6 e 10,3 *
0,4%), respectivamente, apdés 24 h de exposi¢cao (Figura 5). A doxorrubicina

também causou alteragbes semelhantes (p<0,05).

Figura 5 - Efeitos da fracdo com casearinas (FC) em culturas priméaria de células
Sarcoma 180 ex vivo apds exposicdo de 24 h e andlise por citometria de fluxo. A
integridade da membrana celular foi avaliada pela exclusdo do iodeto de propidio. A
avaliagcdo da fragmentagcdo do DNA foi realizada por fluorescéncia nuclear usando
iodeto de propidio, triton X-100 e citrato. O potencial transmembranar mitocondrial foi
determinado pela retencdo de rodamina 123. O controlo negativo (C) foi tratado com o
veiculo usado para diluir a substancia testada. Doxorrubicina (0,3 pug/mL) foi usada
como controle positivo (Dox). Os resultados sdo expressos como média + erro padréo
de medicdo (E.P.M.) de dois experimentos independentes. *p<0,05 comparado ao
controle por ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls.
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3.1.4 Relaxamento de DNA

A acdo da FC sobre atividade de topoisomerases | e Il avaliada em
experimentos de relaxamento de DNA plasmidial superenrolado nao revelou
alteracdes topologicas de DNA (0,01; 0,1; 1 e 10 ug/mL). Por outro lado, a
camptotecina e o etoposideo, utilizados como controles, inibiram a atividade

das topoisomerases | e Il, respectivamente.
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3.1.5 Sobrevida

As primeiras mortes de camundongos ocorreram a partir do décimo
primeiro dia nos animais pertencentes ao grupo controle negativos tratados por
via oral. O grupo tratado com o quimioterapico 5-FU na dose de 25 mg/kg/dia
I.p. apresentou 0s animais com uma maior sobrevida, seguidos pelos grupos
FC 25 mg/kg/dia oral e i.p. com 22 e 21 dias, respectivamente (Figura 6), mas
nenhuma das doses testadas da FC foi capaz de aumentar a sobrevida de

forma estatisticamente significante (p>0,05).

Figura 6 - Sobrevida de camundongos portadores do tumor murino S-180.
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4 DISCUSSAO

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer estima que 14,1
milhdes de novos casos de cancer foram diagnosticados em 2017. Atualmente,
as pesquisas que buscam novas substancias anticancer vém apresentando
uma mudanca em seu foco: da quimioterapia citotoxica generalizada para uma
mais seletiva, o que tem levado a melhores resultados clinicos (EFFERTH,
2017; PINTO, SILVA, 2017).

Em relacdo a espécie C. sylvestris Sw., estudos quimicos tém isolado
diferentes diterpenos, cujas moléculas exibem notavel atividade in vitro e in

vivo para diferentes linhagens histologicas de canceres humanos e murinos,
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como Ebhrlich, Lewis, Células S-180, leucemias (HL- 60, CEM, K-562), colén
(HCT, HCT-8, HCT-116), mama (MDA/MB-231, Hs578-T, MX-1, MCF-7),
melanoma (MDA/MB-435, A2058, B-16/F10, B16F10-Nex2), préstata (PC-3,
DU-145), ovério (A-2780), pulméo (LX-1, A-549), carcinoma cervical (HelLa) e
glioblastoma (SF-295) (ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al., 1991;
OBERLIES et al.,, 2002; SILVA et al.,, 2008c, 2009; WANG et al., 2009;
FERREIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2010; FELIPE et al., 2014; BOU et al.,
2015).

Com base no uso de tumores experimentais para a identificacdo de
substancias com potencial quimioterapico, a atividade in vivo da FC e Cas X foi
primeiramente avaliada utilizando camundongos Swiss transplantados com
células tumorais S-180, um modelo experimental de sarcoma extensivamente
aplicado na busca por produtos com acao antitumoral (ITOKAWA et al., 1990;
BEZERRA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2010; FERREIRA et al., 2011b;
MILITAO et al., 2012).

O Sarcoma 180 (S-180) foi inicialmente identificado no Croker
Laboratory (Columbia University, New York) no ano de 1914. E caracterizado
como sendo um tumor de natureza sélida e transplantavel, o que torna viavel
seu uso em laboratérios de pesquisas e que inicialmente foi classificado como
tumor espontaneo de linhagem epitelial, por surgir espontaneamente na regido
axilar de camundongos. Em 1919, apds muitos transplantes subcutaneos,
assumiu aspecto sarcomatdide. Somente em 1951, apOs inoculagdo
intraperitoneal de fluido leitoso de S-180 soélido em camundongos,
desenvolveu-se a forma ascitica do tumor nos animais (SCHABEL et al., 1977).

A regressdo de tumores em animais, a reducdo do crescimento de
tumores sensiveis e/ou aumento da expectativa de vida sdo fatores
diretamente relacionados a atividade antineoplasica (SCHABEL, 1977; SILVA
et al., 2009). Schabel (1977) mostrou que melhores resultados dependem do
procedimento de tratamento, o qual deve ser iniciado dentro de 48 h ap6s o
transplante do tumor. Neste momento, as células tumorais ja iniciaram a
formacédo de nodulos tumorais. Com base nessas indicacfes, o tratamento foi
realizado dentro de 24 h apds a inoculagdo com S-180. Ap6s 7 dias de

administracdo, FC e Cas X foram capazes de causar, aproximadamente, até
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90% de reducdo da massa tumoral. Em alguns animais, os tumores nao foram
macroscopicamente detectados.

Uma vez que os animais tratados com FC causaram potente reducéo
nos tumores S-180, foram realizadas andlises bioquimicas ex vivo por
citometria de fluxo na tentativa de compreender esta acédo biologica.
Anteriormente, nosso grupo jA demonstrou atividades citotoxicas promissoras
da FC e Cas X em cultura primaria de células S-180, cujos valores de Clsg sao
de 0,60 e 1,61 pg/mL, respectivamente (FERREIRA et al., 2014).

A citotoxicidade da FC previamente descrita foi confirmada por estudos
mais detalhados em citdbmetro de fluxo. A FC causou reduc¢éo da integridade da
membrana, inducdo de fragmentacdo do DNA e despolarizagdo mitocondrial.
De fato, relatos anteriores indicaram apoptose como a principal via pela qual os
diterpenos clerodanicos ativam a morte celular e que Cas X causa
fragmentacdo de DNA consideravelmente precoce, em aproximadamente 6 h
apos a exposicdo (HUANG et al., 2004; FERREIRA et al.,, 2010, 2014),
explicando, em parte, os valores significativos de necrose apds 24h de
tratamento, o que pode representar apoptose tardia e/ou necroptose.

Apesar da atividade antitumoral oral da FC e Cas X, a acdo via
intraperitoneal foi notoriamente superior com ambas as substancias testadas.
Os parametros farmacocinéticos podem alterar a acao anticancer in vivo
guando a substancia é administrada por via oral, pois a absorcdo é governada
por varios fatores, como area de absorc¢éo, tempo de transito, fluxo sangtineo
e pH gastrico e intestinal (barreiras de absorcéo) e pelo metabolismo hepético,
uma vez que substancias exdgenas orais estdo susceptiveis a
biotransformacao (metabolismo de primeira passagem) (UNDEVIA et al., 2005).
E possivel que o &acido gastrico cause a hidrolise acida e, posteriormente,
induza a abertura do anel diacetalico constituido pelos carbonos 18 e 19 dos
diterpenos clerodanicos, resultando em alteracdes estruturais. De fato, a
hidrélise acida e outras reacdes que abrem este anel levam a instabilidade
molecular e a perda de efeitos antiproliferativos, como observado com a
Casearina X dialdeido e o acido (-)-hardviquico (FERREIRA et al., 2010;
SANTOS et al.,, 2010). Assim, tais achados podem explicar, pelo menos em
parte, a reducao ou a perda da atividade antitumoral de FC e Cas X quando

administrados por via oral em camundongos portadores de S-180.
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InvestigacBes anteriores com extrato etanolico de folhas de C.
sylvestris Sw. na dose de 100 mg/kg/dia i.p. mostrou uma potente atividade
antitumoral em camundongos transplantados com células S-180 e inibicdo do
crescimento tumoral variando de 87% a 98% (ITOKAWA et al., 1990). Estudos
bioguiados de Itokawa et al. (1990) resultaram na purificacdo de seis novos
diterpenos clerodanicos (Casearina A, B, C, D, E e F) e mostraram a Casearina
C como a molécula mais ativa. Nesse estudo, tal bioatividade foi similar, uma
vez que ambas as substancias analisadas (FC e Cas X), quando administradas
via intraperitoneal também apresentaram taxas inibitorias de crescimento
tumoral variando entre 86,2% e 90,0%. Almeida (2000) também demonstrou
que o extrato alcodlico de folhas de C. sylvestris Sw. inibiu o crescimento do
tumor de Ehrlich e apresentou atividade anti-inflamatéria na dose de 300
mg/kg/dia. Felipe et al. (2014) mostraram que o0 tratamento com extrato
etandlico aquoso bruto (CAE) e com a fragéo cloroférmica (f-CHCI3) de folhas
de C. sylvestris Sw. causou o decréscimo do crescimento tumoral em
camundongos portadores de do tumor ascitico de Ehrlich (40% e 60%,
respectivamente), Os efeitos antiproliferativos in vivo foram confirmados pelos
métodos de absorcéo de *H-timidina e exclusdo do corante azul de tripan.

Da mesma forma, dois compostos derivados de acido galico isolados
de folhas de C. sylvestris Sw. - isobutil galato-3,5-dimetil éter (IGDE) e metil
galato-3,5-dimetil éter (MGDE) — que mostraram potencial quimioterapico
significativo contra tumor de Ehrlich e células tumorais asciticas de pulméo de
Lewis aumentaram a sobrevivéncia dos animais (aproximadamente 90%),
embora o IGDE possua uma atividade ligeiramente superior quando
comparado com a MGDE variando de 86,2 a 90,0% (SILVA et al., 2009).

Andlises da toxicidade em 6rgdos chave indicam o figado e os rins
como alvos principais para FC e Cas X, especialmente em grupos tratados via
i.p. Resultados semelhantes foram descritos por Araudjo et al. (2015) sobre
alteracdes hepéticas, pois a congestdo vascular e a degeneragdo hidropica
foram aparentes nos grupos FC (2,5; 5 e 25 mg/kg/dia) e foi detectada ligeira
infiltragdo perivascular associada a necrose com FC 2,5 mg/kg/dia. O rim e
figado sdo propostos como principais 6rgdos alvo para contaminantes
ambientais, medicamentos e outros xenobidticos, uma vez que essas

substancias geralmente tém baixa solubilidade em sistemas aquosos e



97

requerem biotransformacédo nos hepatdcitos para metabdlitos que sdo mais
hidrofilicos e mais facilmente eliminados na urina. As reacdes de
biotransformacdo geralmente seguem um processo de desintoxicagcdo que
torna os metabdlitos inativos. No entanto, muitos compotos intermediarios
gerados durante o metabolismo de medicamentos sdo altamente reativos e
toxicos, causando hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (WILLIAMS et al., 2002;
RAMAIAH, 2007). Felizmente, o figado e os rins também possuem uma
capacidade regenerativa pronunciada e agcdo compensatéria e, mesmo quando
ha necrose com preservacdo da MEC, frequentemente ha restauracdo
completa do tecido (KUMAR et al., 2004). Nesse contexto, todas as alteracdes
morfologicas observadas nos animais tratados podem ser consideradas
potencialmente reversiveis.

As alteracdes sanguineas nos niveis de neutrdfilos e linfécitos foram
mais leves em comparacdo com 0s animais tratados com 5-FU, os quais
demonstraram diminuicdo de mondcitos, neutrdfilos e linfocitos. Infelizmente,
0s medicamentos antineoplasicos em uso clinico geralmente causam
supressdo hematologica e imunoldgica, como observado com o docetaxel
(RINGEL, HORWITZ, 1991), metotrexato (KATZUNG et al., 2003) e 5-FU
(BEZERRA et al., 2008). A maioria deles estd disponivel apenas para
administracdo intravenosa, e esse tipo de tratamento € muito caro devido aos
custos de hospitalizagdo. Portanto, o desenvolvimento de agentes citotoxicos
orais novos e eficazes tem grande interesse social e econdmico (ISMAEL et al.,
2008), mas uma substancia com capacidade antitumoral oral, como FC ou Cas
X, é incomum principalmente devido aos efeitos de primeira passagem
(UNDEVIA et al., 2005).

5 CONCLUSAO

A fracdo rica em casearinas e 0 isolado Casearina X extraidos das
folnas de C. sylvestris Sw. revelaram ser promissores antitumorais por via
intraperitoneal e oral, causando altera¢cdes morfologicas reversiveis no figado,
rins e bago. Os estudos ex vivo sugerem a necroptose como o principal modo
pelo qual é desencadeada a morte celular. Juntos, esses achados corroboram

0 uso popular de C. sylvestris Sw. contra diferentes tipos de cancer e enfatizam
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a reputacdo dos diterpenos clerodanicos como uma classe emergente de

moléculas anticancer.
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RESUMO

Casearia sylvestris Swart pertence, tradicionalmente, a familia Salicaceae e
tem demonstrado interesse de pesquisadores devido a promissora atividade
citotoxica inicialmente relatada em ensaios in vitro. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais
humanas em modelos in vivo induzida por uma fragdo rica em diterpenos
clerodanicos (FC) extraida da espécie vegetal C. sylvestris Sw.. Foram
utilizadas duas linhagens de camundongos imunodeficiéntes (CB-17 SCID e
BALB/c Nude). Neste estudo, culturas de HCT-116 (carcinoma do colon) e SF-
295 (glioblastoma) foram utilizadas no teste de HFA e HCT-116 em modelo
antiproliferativo xenografico. No teste de HFA a FC reduziu a multiplicagédo de
células neoplasicas em todas as doses testadas (2,5 e 5 mg/kg/dia i.p. e 25 e
50 mg/kg/dia oral), com taxas de inibicdo de crescimento celular de 66,7%,
64,3% , 44,9% e 56,9% para células SF-295 e 47,4%, 45,4%, 51,9% e 67,4%
para células HCT-116, respectivamente (p<0,05). No ensaio xenografico houve
uma reducao significativa dos tumores dos animais tratados com a FC em
ambas as vias de administracdo. Nao foram observadas alteracdes
significantes no peso relativo dos 6rgdos e nos parametros hematolégicos.
Fotomicrografias dos tumores de HCT-116 revelaram alteracdes relevantes
além de morte celular por necrose observada apenas no grupo tratado com FC
10 mg/kg/dia i.p.. Ap6s analises histolégicas em tecido hepatico corado com
HE, foi constatado degeneracdo vacuolar, com destaque para 0S Qrupos
tratados com FC 10 mg/kg/dia (i.p. e v.0.) que apresentaram essa alteracéo de
forma mais intensa e deposito de glicogénio. Pontos hemorragicos foram
observadas nos rins dos animais de todos os grupos, seguida de congestao
vascular nos grupos tratados com a FC 10 mg/kg/dia (i.p. e v.0.). Com base
neste estudo, a fracdo rica em casearinas apresenta-se eficiente em estudos in
vivo contra células de carcinoma de co6lon humano (HCT-116) e glioblastoma
humano (SF-295) inoculados em camundongos imunodeficientes e tratados por
via intraperitoneal e oral, ndo causando alteracBes significativas nos
parametros hematoldgicos e lesbes morfologicas reversiveis no figado e rim.
Juntos, esses achados corroboram com a importancia das pesquisas em
desenvolvimento e o uso popular de C. sylvestris Sw. para fins terapéuticos
como proposto pelo Sistema Unico de Satde (SUS), destacando os diterpenos
do tipo clerodanicos como uma classe promissora de moléculas anticancer.

Palavras-chave: xenogréfico, fibra oca, antiproliferativo, anticancer.
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ABSTRACT

Casearia sylvestris Swart has traditionally belonged to the family Salicaceae
and has shown interest from researchers due to the promising cytotoxic activity
initially reported in in vitro assays. The objective of this work was to evaluate the
antiproliferative activity in human tumor cell lines in vivo models induced by a
fraction rich in clerodanic diterpenes (FC) extracted from the plant species C.
sylvestris Sw .. Two lines of immunodeficient mice (CB- 17 SCID and BALB/c
Nude). In this study, cultures of HCT-116 (colon carcinoma) and SF-295
(glioblastoma) were used in the HFA and HCT-116 in a xenograft
antiproliferative model. In the HFA test, FC reduced the multiplication of
neoplastic cells at all doses tested (2.5 and 5 mg/kg/day i.p. and 25 and 50
mg/kg/day orally), with inhibitory rates of cell growth of 66.7%, 64.3%, 44.9%
and 56.9% for SF-295 cells and 47.4%, 45.4%, 51.9% and 67.4% for HCT-116
cells, respectively (p<0.05). In the xenographic assay there was a significant
reduction of the tumors of FC treated animals in both administration routes. No
significant changes were observed in the relative weight of the organs and in
hematological parameters. Photomicrographs of HCT-116 tumors revealed
relevant changes in addition to necrotic cell death observed only in the FC 10
mg/kg/day i.p.. After histological analysis in hepatic tissue stained with HE,
vacuolar degeneration was observed, with emphasis on the groups treated with
FC 10 mg/kg/day (i.p. and o.v.) that presented this alteration in a more intense
form and glycogen deposition. Hemorrhagic spots were observed in the kidneys
of the animals of all groups, followed by vascular congestion in the groups
treated with FC 10 mg/kg/day (i.p. and 0.v.). Based on this study, the casearin-
rich fraction is efficient in in vivo studies against human colon carcinoma (HCT-
116) and human glioblastoma (SF-295) cells inoculated in immunodeficient
mice and treated intraperitoneally and orally, causing no significant changes in
hematological parameters and reversible morphological lesions in the liver and
kidney. Together, these findings corroborate the importance of research in
development and the popular use of C. sylvestris Sw. For therapeutic purposes
as proposed by the Unified Health System (SUS), highlighting diterpenes of the
clerodan type as a promising class of anticancer molecules.

Key words: xenographic, hollow fiber, antiproliferative, anticancer
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1 INTRODUCAO

Divisdes celulares sucessivas sdo suceptiveis a uma variedade de
erros derivados de mutacdes, metilagbes, aberracbes cromossOmicas, da
distribuicdo dos determinantes do destino celular entre as células-filhas e falhas
na restauracdo das interacdes fisicas com outros componentes do tecido.
Alguns desses erros sao espontaneos, outros sdo promovidos por danos
endogenos ao DNA que ocorrem durante a quiescéncia, e outros sao
influenciados por fatores patologicos e ambientais. Porém, no final, todos
favorecem pelo menos uma das etapas da carcinogénese (HANAHAN,
WEINBERG, 2011; FERREIRA; PESSOA, 2017; LOPEZ-LAZARO, 2018).

Deve ser levada em consideragdo, ainda, a grande diversidade
genética e a instabilidade gendbmica encontradas nas células tumorais que
podem contribuir para a ampla heterogeneidade fenotipica, complicam o
tratamento e facilitam a manifestacéo de resisténcia(s) e recaida(s) que podem
surgir em qualquer estdgio do desenvolvimento do céancer (HANAHAN,
WEINBERG, 2011; McCUBREY et al.,, 2015). Nesse cenario, compostos
naturais surgem como alternativa para superar a resisténcia tumoral de formas
agressivas de tumores solidos, uma vez que cerca de 60% das drogas
atualmente utilizadas na quimioterapia antineoplasica tém origem natural,
incluindo produtos naturais ou substancias derivadas de protétipos naturais,
tais como paclitaxel, docetaxel, vinblastina, vincristina, vindesina, irinotecano e
camptotecina. Entdo, apesar do desenvolvimento de técnicas de sintese
quimica e da quimica combinatéria, 0os compostos vegetais continuam
essenciais para a descoberta de novos agentes antineoplasicos (CRAGG,
NEWMAN, 2005; SRIVASTAVA et al., 2005; BEZERRA et al., 2015; MONCAO
et al., 2015; SIMOES et al., 2015).

A descoberta pré-clinica e o desenvolvimento de farmacos anticancer
consistem em uma série de procedimentos de teste, revisdo de dados e etapas
de decisdes (PLOWMAN et al., 1997). Com o0 avanc¢o das pesquisas por novos
agentes anticancer, os ensaios, inicialmente em modelos in vitro, requerem
uma demonstracdo pré-clinica posterior da eficacia in vivo em um ou mais
modelos animais. A maioria destes modelos in vivo requer materiais
consideraveis em termos de animais de laborat6rio, de amostras biol6gicas

para os testes, bem como quantidades substanciais de tempo (e custo) para
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determinar se um dado agente experimental ou uma série de agentes tem uma
atividade antitumoral minima (HOLLINGSHEAD et al., 1995).

Em pesquisas recentes, a planta Casearia sylvestris Swartz tem
demonstrado interesse de pesquisadores devido a sua promissora atividade
citotdxica inicialmente relatada em ensaios in vitro contra diversas linhagens
tumorais (FELIPE et al., 2014; FERREIRA et al., 2014; SILVA et al.,, 2016).
Considerando a necessidade de novas substancias anticancer que possam
melhorar as terapias convencionais, bem como fornecer novos agentes
citotoxicos para o tratamento antineoplasico, o presente estudo avaliou a
atividade antitumoral in vivo de uma fracdo com diterpenos clerodanicos

extraida das folhas de C. sylvestris Sw..

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra vegetal

As folhas de C. sylvestris Sw.. foram coletadas no Parque Estadual
Carlos Botelho (S&o Miguel Arcanjo, SP) por pesquisadores do Instituto de
Quimica da Universidade Estadual Paulista (UNESP). Os espécimes de
comprovante (AGS04, AGS05, AGS06, AGS13 e AGS19) foram depositados
no Herbario Maria Eneida P. Kaufmann, do Instituto de Botanica do estado de
Sao Paulo, Brasil. O extrato etandlico das folhas e sua fracdo foram obtidos
conforme descrito por Santos et al. (2010). Resumidamente, o extrato foi
fracionado através de uma extracdo em fase sdlida, usando carvao
ativado/silica gel 60-200 pm (1:1, m/m) como fase estacionaria, e
hexano/acetato de etila (95:5, v/v), acetato de etila e metanol como a fase
movel, fornecendo trés fracles, respectivamente. A segunda fracdo obtida é
denominada fracdo acetato de etila enriquecida com Casearinas (FC). Os
registros no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado) foram protocolados (#AO0892A e
#A33EA7A) de acordo com legislagdo brasileira de acesso ao patrimdnio

genético e conhecimento tradicional (Lei 13.123/2015).
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2.2 Animais

As linhagens de camundongos imunodeficientes CB-17 SCID
(PRKDC®“P) e BALB/c Nude (HFH11'Y) foram obtidas em diferentes
instituicbes de pesquisa. Camundongos fémeas da linhagem BALB/c Nude
(nu/nu) foram obtidos da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(USP, Sao Paulo, SP). Ja& os camundongos (fémeas) da linhagem CB-17 SCID
foram obtidos do Instituto Gongalo Moniz (CEUA, IGM, FIOCRUZ, Bahia,
Brasil). Ambos foram mantidos em gaiolas estéreis bem ventiladas
(Tecniplast®, Germain) de acordo com todos os padrées internacionais de
producdo e manutencao de animais e livres de patdgenos especificos (SPF).
Da mesma forma, eles foram mantidos em ciclos diurnos e noturnos e com
acesso a racao comercial e agua ad libitum estéril. Todos os procedimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPI n°
373/17 (CEUA/UFPI) e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FIOCRUZ-Bahia (n° 006/2015) e estdo de acordo com as diretrizes brasileiras
(COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e internacionais sobre
cuidados e uso de animais experimentais (Diretiva 2010/63/UE do Conselho do

Parlamento Europeu).

2.3 Ensaio Antitumoral com Fibra Oca - Hollow Fiber Assay (HFA)

Neste estudo, culturas de HCT-116 (carcinoma do coélon) e SF-295
(glioblastoma) foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de
soro bovino fetal, glutamina 2 mM, 100 U/mL de penincilina e 100 ug/mL de
estreptomicina a 37°C com 5% de CO..

O HFA in vivo foi realizado de acordo com Hollingshead et al. (1995).
Foram usadas fibras ocas de Fluoreto de polivinilideno (PVDF) com um
diametro interno de 1 mm e um ponto de corte de peso molecular de 500 kDa
(Spectrum Laboratories, Estados Unidos). As fibras foram cortadas em
pedacos de 12 a 15 cm de comprimento, lavadas 2x com agua destilada estéril
e mantidas em condicfes estéreis. Antes da utilizacéo, sob condi¢bes estéreis,
as fibras foram incubadas em RPMI completo com 20% de soro fetal de bovino
durante a noite (tempo de embalagem). A viabilidade das células de HCT-116 e
SF-295 foi avaliada por ensaio de exclusédo de azul de tripan. Uma suspensao

celular de 1x10” célula/mL (equivalente a 200.000 células/20pL/2cm de fibra)
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foi depositada a 4°C na fibra, com as suas extremidades imediatamente
seladas por calor. As fibras foram cortadas em 2 cm cada, transferidas para
placas de petri e incubadas em meio RPMI completo durante 24 h antes da
implantagdo em camundongos BALB/c Nude (nu/nu). Cada linhagem celular
tumoral foi adicionada no interior de fibras de cores diferentes (HCT-116, fibras
amarelas; SF-295, fibras azuis).

Posteriormente, os camundongos foram anestesiados com cetamina
(90 mg/kg) e xilazina (4,5 mg/kg). Uma pequena incisao foi realizada no dorso
para permitir a implantacdo subcutanea (s.c.) de duas fibras na regido dorsal.
Todos os cortes foram fechados com grampeador cirdrgico. Os tratamentos
comecgaram no dia seguinte e duraram 4 dias consecutivos. Para isto, 0s
animais foram divididos em seis grupos (n=6/grupo) como se segue: controle
negativo (4% de DMSO i.p. e oral), controle positivo (5-FU, 20 mg/kg/dia i.p.),
FC i.p. (2,5 e 5 mg/kg/dia) e FC oral por gavagem (25 e 50 mg/kg/dia). No 5°
dia, as fibras foram removidas para medir a capacidade antiproliferativa.

A proliferacdo de células tumorais foi quantificada utilizando o ensaio
MTT (MOSMANN, 1983). Para este propésito, fibras retiradas dos animais
foram incubadas com 1 mg/mL de MTT em placas de 6 pocos durante 4 horas,
em atmosfera umida a 37 °C e 5% de CO,. A solucdo de MTT foi aspirada, as
fibras foram lavadas com solucéo salina contendo sulfato de protamina a 2,5%
e incubadas em solucdo de protamina durante a noite a 4 °C. As fibras foram
cortadas em 2 ou 3 pedagcos menores, transferidas para placas de 24 pocos e
colocadas para secar. Os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO
puro e transferidos para placas de 96 pocos (150 uL/pogo). A quantificacdo da
proliferacéo celular foi determinada por espectrofotometria (DTX 880 Multimode
Detector, Beckman Coulter®). O efeito antitumoral das substancias foi
guantificado como a porcentagem da absorbancia em relagdo ao controle.

2.4 Avaliagcdo Antiproliferativa em Modelo Xenogréafico

A eficacia antitumoral in vivo foi avaliada em modelo xenogréafico e
heterotopico utilizando camundongos imunodeficientes da linhagem CB-17
SCID fémeas inoculados com células de carcinoma de colén humano, HCT-116
(1,0x10" células/500pL/animal), implantadas subcutaneamente na axila

esquerda dos camundongos. Os compostos foram dissolvidos em DMSO e



112

diluidos em agua destilada (obedecendo a proporcdo de 5% de DMSO), e o
tratamento foi realizado por via intraperitoneal ou oral (gavagem), uma vez ao
dia, durante 15 dias consecutivos. Os camundongos foram divididos em sete
grupos como se segue: Grupo 1 (grupo controle negativo) - os animais tratados
com o veiculo DMSO a 5% (i.p., n=17); Grupo 2 (grupo controle positivo via i.p.)
- 0s animais tratados com 5-FU (15 mg/Kg, i.p., n=12); Grupo 3 - 0s animais
tratados com a fragdo casearina (5 mg/Kg, i.p., n=12); Grupo 4 - 0s animais
tratados com a fracdo casearina (10 mg/Kg, i.p., n=10); Grupo 5 (grupo controle
negativo via oral) - os animais tratados com o veiculo DMSO a 5% (v.0., n=16);
Grupo 6 - os animais tratados com a fracado casearina (10 mg/Kg, v.o., n=10);
Grupo 7 - os animais tratados com a fragdo casearina (25 mg/Kg, v.o., n=12).
Os tratamentos foram iniciados um dia ap6s a inoculacdo. Um dia apos o
término do tratamento, amostras de sangue periférico dos camundongos foram
coletadas, sob anestesia, a partir da veia caudal para analises hematoldgicas,
como descrito posteriormente.

No 16° dia, os animais tratados foram anestesiados com cetamina (90
mg/kg)/xilazina (4,5 mg/kg) para coleta de sangue de cada animal através de
plexo retrorbital (WAYNFORTH, 1980), utilizando tubos estéreis e pipetas
heparinizadas para determinar o perfil de leucécitos periféricos e analisados
com aumento de 400x em esfregacos de sangue marcados com May-
Grunwald-Giemsa (dois por animal), para obter quantidade diferencial de
glébulos brancos (WBC). A contagem absoluta de leucécitos foi calculada
como o produto individual de sua respectiva porcentagem diferencial e
contagem total de leucécitos (BIERMANN et al., 1999).

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os
tumores, figado, pulméo, coracéo e rins dos camundongos foram excisados,
pesados e observados para detectar quaisquer sinais de lesbes graves ou
alteracdes de cor e hemorragia. O percentual de inibicdo do crescimento

tumoral (%) foi calculado conforme formula que segue:

Percentual de inibicao (%) = [(A — B) / A] x100
Onde:
e A - peso médio do tumor no controle negativo;

e B - média para cada grupo tratado.
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Para avaliacdo da toxicidade sistémica, os camundongos foram
pesados no inicio e no fim do experimento e observados quanto a sinais de
alteracdes ao longo do estudo.

Tumores, figado, coracdo, rins e pulmdes foram fixados em formol
tamponado a 10% e, posteriormente, tratados para o0s procedimentos
histoténicos de rotina, obtendo amostras seccionadas entre 4-7 um, e corados
com hematoxilina e eosina (HE). A andlise histologica foi realizada sob

microscopia de luz com aumento de 100 a 400 x.

2.5 Analises Estatisticas

Os dados estao apresentados como médias + erro padrdo da média.
Possiveis diferencas entre os grupos foram comparadas por one-way ANOVA
seguido de Student-Newman-Keuls (p<0,05). Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa GraphPad (Instuitive Software for
Science, San Diego, CA, EUA).

3 RESULTADOS
3.1 Acado antiproliferativa em células tumorais humanas em fibra oca
(HFA)

Para verificar o potencial antitumoral in vivo da FC em células tumorais
humanas, primeiramente realizou-se ensaios antiproliferativo em fibra oca -
Hollow Fiber Assay (HFA). As fibras contendo células tumorais em proliferacao
foram implantadas subcutaneamente no dorso dos animais hospedeiros, 0s
quais foram, em seguida, tratados com a FC em diferentes doses e vias de
administracdo. No 5° dia, apés recuperacao das fibras, a proliferacdo celular foi
quantificada em espectrofotometro de placa pelo ensaio MTT. Como
demonstrado na tabela 1, a FC reduziu a multiplicacdo de células neoplasicas
em todas as doses testadas (2,5 e 5 mg/kg/dia i.p. e 25 e 50 mg/kg/dia oral),
com taxas de inibicdo de crescimento celular de 66,7%, 64,3% , 44,9% e 56,9%
contra células de glioblastoma (SF-295) e de 47,4%, 45,4%, 51,9% e 67,4%
contra células de carcinoma de colon (HCT-116), respectivamente (p<0,05).
Uma morte foi registrada em ambos os grupos i.p. e uma na dose de 50

mg/kg/dia por via oral.
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Tabela 1 - Acdo antitumoral da fragdo com casearinas (FC) extraida de folhas de Casearia sylvestris em células de glioblastoma humano (SF-
295) e carcinoma de c6lon (HCT-116) determinada pelo ensaio in vivo com fibra oca (HFA).

Proliferacéo (absorbancia)

Taxa de inibi¢do (%)

Via de A Dose .
administracao SUbEEmel (mg/kg/dia) soliray g
SF-295 HCT-116 SF-295 HCT-116
Controle negativo - 6/6 0,84 £ 0,10 1,02 + 0,17 - -
5-FU 25 6/6 0,52 + 0,08* 0,59 + 0,10* 65,4 62,1
Intraperitoneal
2,5 5/6 0,28 + 0,08* 0,48 £ 0,12* 66,7 47,4
FC
5 5/6 0,30 + 0,10* 0,50 £ 0,09* 64,3 45,4
Controle negativo - 6/6 1,12+ 0,14 1,01 £ 0,15 - -
Oral
25 6/6 0,62 £ 0,17* 0,49 £ 0,11* 44,9 51,9
FC
50 5/6 0,48 £ 0,10* 0,30 + 0,06* 56,9 67,4

Valores correspondem as médias + E.P.M. O controlo negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir o farmaco (4% de DMSO). 5-
Fluorouracil (5-FU) foi usado como controle positivo. *p<0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Student

Newman-Keuls.
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3.2 Atividade antitumoral em modelo xenografico de carcinoma de colon
humano

Os camundongos da linhagem CB-17 SCID foram inoculados com
células da linhagem HCT-116 e o tratamento foi iniciado um dia apos a
inoculacdo. A tabela 2 apresenta o peso dos tumores e o percentual de
inibicdo observado apos o tratamento com a FC. A FC reduziu o crescimento
tumoral em ambas as doses administradas via i.p. (5 e 10 mg/kg/dia: 0,69 +
0,03 e 0,74 + 0,05 g) e na dose via oral de 25 mg/kg/dia (0,70 £ 0,06 g) quando

comoaradas ao grupo controle negativo (1,08 £ 0,07 g) (p<0,05).

Tabela 2 - Efeito da fracdo com casearinas (FC) obtida das folhas de Casearia
sylvestris sobre a massa tumoral em camundongos transplantados com carcinoma de
colon (HCT-116) apos 15 dias de tratamento.

Via de Dose . Inibic&o
administracso Tratamento (ma/kg) Sobrevida  Tumor (g) tumoral (%)
Controle - 12/12 1,08 £ 0,07 -
negativo
5-FU 15 10/12 0,69 + 0,03* 36,34
Intraperitoneal
5 12/12 0,74 £ 0,05* 31,12
FC
10 12/12 0,66 + 0,05* 39,27
Controle - 12/12 1,06 + 0,04 -
negativo
Oral
10 12/12 0,99 + 0,04 6,045
FC
25 12/12 0,70 + 0,06* 34,12

Os valores correspondem a média + E.P.M. O controle negativo foi tratado com o
veiculo (DMSO 5%) utilizado para solubilizar e diluir a substancia teste. *p<0,05
quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por Student
Newman-Keuls.

3.2.1 Avaliacéao de parametros fisiolégicos sistémicos

O efeito sistémico da FC nos camundongos também foi avaliado apés
15 dias de tratamento. A tabela 3 apresenta os resultados encontrados em
relacdo a massa corporea e peso relativo dos 6rgédos dos animais tratados. Em
relacdo ao peso relativo dos orgéos (figado, rins, pulméo e coragédo), nenhuma

alteracao significante foi observada (p>0,05).
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Tabela 3 - Efeito da fracdo com casearinas (FC) obtidas das folhas de Casearia sylvestris no peso relativo imido de 6rgdos-chave e no peso
de camundongos CB-17 SCID transplantados com carcinoma de célon (HCT-116) apos 15 dias de tratamento.

Via de o Dose g g/100g de massa corpoOrea
administracao SUbEkEmel (mg/kg/dia) o : . .
Peso inicial Peso final Figado Rim Pulméo Coracéo Estébmago
DMSO 5% - 22,39+0,82 18,52+0,52 491+0,18 152+0,04 0,86+0,03 0,62+0,02 -
5-FU 15 24,13+0,40 19,43+0,44 516+051 1,66+0,08 0,97+0,07 0,68+0,02 -
Intraperitoneal
FC 5 23,38+0,51 18,85+0,47 4,71+024 1,73+0,04 0,97+0,03 0,67+0,04 -
10 20,80+1,09 17,13+0,37 541+029 152+0,07 0,81+0,04 0,61+0,03 -
DMSO 5% - 22,61+0,79 19,04 +0,61 481+022 151+006 090+0,04 060+0,02 1,36+0,13
Oral
FC 10 21,81 +1,17 18,25+0,47 480+0,19 152+005 0,86+0,04 059+0,02 1,13+0,08
25 23,38+0,62 19,23+0,41 442+0,16 160+0,06 099+005 0,66+0,05 1,35+0,08

Os valores correspondem a média £ E.P.M. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 5%) utilizado para solubilizar a substancia

teste.
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A tabela 4 apresenta os resultados encontrados em relacdo aos
pardmetros hematologicos. Novamente, ndo foram observadas alteracbes

significantes (p>0,05).
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Tabela 4 - Efeito da fracdo casearina sobre os parametros hematolégicos de sangue periférico de camundongos CB-17 SCID apds 15 dias de
tratamento.

L . . . . 0
Via de o Dose Eritrécitos Leucogltos Contagem diferencial de leucécitos (%)
administracao SUbEkEmel (mg/kg/dia) (10° cél/uL) t30ta|s

(107 cél/uL) Basofilos  Eosindfilos Neutréfilos  Linfocitos  Mondcitos

DMSO 5% - 8,23+ 0,30 3,86 £ 0,34 0 1 73,75 24,25 1

5-FU 15 7,06 £ 0,91 2,23 +£0,20 0 1 48,00 50,00 1

Intraperitoneal

FC 5 7,16 £ 0,90 3,71+0,72 0 1 47,60 50,40 1

10 7,23 +£0,20 4,40 + 0,99 0 1 61,00 37,00 1

DMSO 5% - 9,568 + 0,60 5,06 + 0,80 0 1 78,89 19,11 1

Oral FC 10 7,75+ 0,55 5,05 + 0,90 0 1 64,00 32,25 1

25 7,66 £ 0,72 3,14 £ 0,49 0 1 33,80 64,20 1

Os valores correspondem a média £ E.P.M de cinco animais por grupo (n= 5). O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 5%)
utilizado para solubilizar e diluir a substancia teste.
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As andlises histologicas feita em tumores de carcinoma de colon
humano (HCT-116) constataram células com alto grau de anaplasia,
megacitose e megacariose, nucléolos multiplos, proeminentes e irregulares,
tecido fibroso (desmoplasia) e mitoses atipicas em ambos os grupos tratados
com FC, vaso neoformado congesto no grupo controle negativo tratado via oral
e morte celular por necrose observada apenas no grupo tratado com FC na
dose de 10 mg/kg i.p. (Figura 1).

Figura 1 — Fotomicrografia evidenciando células de carcinoma de colén humano
(HCT-116) inoculadas em camundongos CB-17 SCID ap6s 15 dias de tratamento com
uma fracdo com casearinas. Animais tratados por injecdo intraperitoneal (i.p.) e
gavagem (v.0.) com doses de 10 mg/kg/dia. O controle negativo foi tratado com o
veiculo usado para diluir a substancia (5% de DMSO i.p. e oral;, A e B
respectivamente). C - FC 10 mg/kg i.p.; D - FC 10 mg/kg v.o. Coloragdo com
hematoxilina-eosina. Escala de magnitude = 100 pm.

ﬂdme, megacariose, nucléolos
multiplos, proeminentes e irregulares

)

Megacitose, megaéaﬂm‘, nucléolos
multiplos, proeminentes e irregulares




120

As analises histologicas do figado revelaram a presenca de
degeneracao vacuolar em todos os grupos analisados, com destaque para o
grupo tratado com FC 10 mg/kg/dia i.p. que apresentou essa alteracdo de

forma mais intensa (Figura 2).

Figura 2 - Fotomicrografia de tecido hepatico de camundongo da linhagem CB-17
SCID tratados com uma fragdo com casearinas. Animais tratados por injecdo (i.p.) e
gavagem (v.0.) com doses de 10 mg/kg/dia durante 15 dias consecutivos. O controle
negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia (5% de DMSO i.p. e
oral; A e B respectivamente). C - FC 10 mg/kg i.p.; D - FC 10 mg/kg v.o. Coloragéo
com hematoxilina-eosina. Escala de magnitude = 100 um.
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Laminas de figado também foram coradas com acido periddico-Schiff
(PAS). Em todos os grupos foi observado depdésito de glicogénio e uma intensa

degeneracdo vacuolar apenas nos grupos tratados com a FC 10 mg/kg/dia (i.p.
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e v.0.). Assim como observado nas laminas coradas com HE, o grupo controle

DMSO 5% i.p. apresentou essa alteragcédo de forma moderada (Figura 3).

Figura 3 - Fotomicrografia de tecido hepatico de camundongo da linhagem CB-17
SCID tratados com uma fragdo com casearinas, coradas com PAS. Animais tratados
por injecdo (i.p.) e gavagem (v.0.) com doses de 10 mg/kg/dia durante 15 dias
consecutivos. O controle negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir a
substancia (5% de DMSO i.p. e oral; A e B respectivamente). C - FC 10 mg/kg i.p.; D -
FC 10 mg/kg v.o. Coloragcao com &cido periddico-schiff (PAS). Escala de magnitude =
100 pm.
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Alteracdes histologicas como, hemorragia foram observadas nos rins
dos animais de todos os grupos. Congestao celular mais evidente apenas nos
grupos tratados com a FC 10 mg/kg/dia (i.p. e v.0.) e diminuicdo do limen dos

tubulos renais apenas no grupo tratado com FC (i.p.).
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Figura 4 - Fotomicrografia de tecido renal de camundongo da linhagem CB-17 SCID
tratados com uma fragdo com casearinas. Animais tratados por injecdo (i.p.) e
gavagem (v.0.) com doses de 10 mg/kg/dia durante 15 dias consecutivos. O controle
negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir a substéancia (5% de DMSO i.p. e
oral; A e B respectivamente). C - FC 10 mg/kg i.p.; D - FC 10 mg/kg v.o. Coloragéo
com hematoxilina-eosina. Escala de magnitude = 100 pm.
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4 DISCUSSAO
A identificagdo de compostos farmacologicamente ativos presentes nas
plantas e a determinagcdo do mecanismo de acdo responsavel por essas
atividades constituem o principal desafio para quimica farmacéutica e a
farmacologia (CECHINEL FILHO, YUNES, 1998; FEITOSA, 2017).
Os estudos farmacolégicos pré-clinicos de agentes anticAncer sdo
marcados pelo uso de consideravel quantidade de animais durante a fase pré-
clinica. Por isso, a filosofia dos 3Rs — Replacement (substituicdo), Refinement

(refinamento), Reduction (reduc&o) — tem influenciado as novas legislacdes
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para o0 uso de animais nas pesquisas biomédicas (SCHECHTMAN, 2002;
CLARK, 2018). Pensando nisso e tentando diminuir os gastos exorbitantes, o
tempo e a quantidade dos compostos requeridos para teste, utilizou-se o
modelo chamado Hollow Fiber Assay (HFA) desenvolvido pelo Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos (National Cancer Institute — NCI). Ele
€ 0 Unico modelo in vivo que permite a avaliacdo simultdanea da eficacia
antiproliferativa de um composto contra até seis diferentes linhagens celulares
em 2 compartimentos fisioldgicos distintos do animal (intraperitoneal - i.p. e
subcuténeo - s.c.). Dessa maneira, pode-se enfatizar que o maior valor pratico
do HFA é servir como ponto de partida para identificar aqueles compostos que
merecem ser estudados mais detalhadamente através de outros modelos in
vivo (HOLLINGSHEAD et al., 1995; HALL et al., 2000; DECKER et al., 2004;
TEMMINK et al., 2007; Ml et al., 2009; AMARAL et al., 2014; BEZERRA et al.,
2015).

Anteriormente, nosso grupo de pesquisa mostrou que a fragdo acetato
de etila das folhas de C. sylvestris Sw.. é rica em diterpenos do tipo
clerodanicos, que os compostos Casearina X e Caseagrevina F sdo os
compostos majoritarios e que todos (fracdo, Casearina X e Caseagrevina F)
possuem consideravel acdo citotéxica in vitro contra diferentes tipos
histol6gicos de tumor, inclusive em células de glioblastoma e cancer de célon
(FERREIRA et al., 2010, 2014). Essa acao in vitro foi confirmada no presente
estudo por dois métodos pré-clinicos diferentes.

Nos estudos com fibra oca, doses intraperitoneais mais baixas (2,5 e 5
mg/kg/dia) foram escolhidas porque estudos prévios do nosso grupo com
doses superiores (10 e 25 mg/kg/dia i.p.) foram toéxicas para animais BALB/c
Nude (nu/nu), ja que alguns animais morreram durante tratamento com a FC,
principalmente com doses de 25 mg/kg/dia. Isso explica porque as doses i.p.
foram menos ativas em comparacdo com o tratamento oral no HFA,
contradizendo estudos prévios que mostraram o tratamento i.p. como mais
promissor quanto a inibicdo do crescimento tumoral. Porém, estes resultados
mostraram apenas uma atividade antitumoral aparente (mas ndo comparativa),
uma vez que diferentes doses foram administradas como forma de driblar a

toxicidade advinda do tratamento.



124

Ensaios como HFA devem ser usado inicialmente para triar a
possibilidade de resultado de positivos em posteriores estudos em modelos
xenograficos. Nesse contexto, a substancia € considerada ativa em um tipo
particular de fibra se ele reduzir 50% ou mais o crescimento/multiplicacao
celular (HOLLINGSHEAD et al., 1995; HALL et al.,, 2000; JOHNSON et al.,
2001). Sabendo que a FC atende a tal exigéncia e que os ensaios de HFA n&o
substituem o modelo em que a massa tumoral € introduzida diretamente nos
animais, pois as ceélulas tumorais nao interagem diretamente com os tecidos do
hospedeiro nem provocam metastases, para confirmacdo da acdo biologica
realizou-se, em seguida, a analise antiproliferativa in vivo em linhagem de
células tumorais de origem humana em modelos xenograficos de carcinoma de
célon. E mais uma vez a FC apresentou potencialidade anticancer, com
reducdo da massa tumoral variando entre 31,3 e 39,3%.

Alguns trabalhos tém demonstrado uma correlagéo direta entre atividade
no HFA e nos modelos xenogréficos testados, aumentando a probabilidade de
atividade nos testes clinicos, pelo menos para drogas citotoxicas (JOHNSON et
al., 2001). Assim, farmacos que revelarem atividade em mais de um terco dos
modelos xenograficos revelardo maior probabilidade em demonstrar atividade
anticancer em pelo menos em um dos testes clinicos de Fase Il, quando
comparados aqueles que nao alcancaram o nivel de eficacia exigido nos
xenograficos (DECKER et al., 2004; SUGGITT et al., 2006).

Modelos xenograficos possuem sistemas imunoldgicos incompletos.
Esses sdo animais homozigotos deficientes de linfocitos T e B, e por isso, ndo
rejeitam transplantes (SCHMIDT-WOLF et al., 1991; SANTOS, 2002;
CADAMURO et al., 2018). Dessa forma, com o implante tumoral facilitado por
esses animais imunodeficientes, foi possivel verificar se a FC seria capaz de
inibir a proliferacéo de células tumorais de origem humana.

As andlises histolégicas dos tumores de HCT-116 apresentaram
células anaplasicas, com nucleos hipercromaticos e nucléolos mudltiplos,
proeminentes e irregulares, crescimento celular desordenado e invasivo,
caracteristicas comuns para a maioria das neoplasias malignas (PY;
JACQUES, 2003; REDDY et al., 2003; ACS, 2013). Nos tumores dos animais
do grupo tratado com a FC 10 mg/kg i.p. foram constatadas areas necroticas.

Mortes celulares podem ser caracterizadas como um processo que podem ser
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normal e patolégico e pode ser classificado em duas categorias distintas: morte
celular acidental e morte celular regulada. A necrose é definida como um tipo
de morte celular que ndo apresenta as caracteristicas de apoptose e autofagia,
e € geralmente considerada descontrolada (GOLSTEIN, KROEMER, 2007;
RONCO et al., 2019).

Sinais de toxicidade sistémica também ndo se refletiram
sistematicamente, uma vez que alteragbes no ganho de peso, peso relativo dos
orgaos, nos dados hematolégicos ou histologicos n&o revelaram danos
significativos. Em relacdo aos aspectos metabdlicos da espécie em estudo,
observou-se, pelo método histoquimico de PAS no figado que todos os
exemplares apresentaram depdsitos de glicogénio caracterizados por vacuolos
corados em purpura. Essas vacuolizacdes citoplasmaticas indicam a provavel
existéncia de acumulo de lipidios e glicogénio, ou a combinacdo de agentes
toxicos com lipideos. Por outro lado, a ndo diminuicéo do glicogénio hepético é
um bom sinal, visto que tal decréscimo pode prejudicar atividades metabdlicas
desempenhadas pelo figado, como glicemia, producdo de fatores de
coagulacédo e metabolizacdo da amonia endogena e de xenobioticos. As lesdes
hepéaticas, como a degeneracdo de hepatdcitos e as vacuolizacbes
citoplasmaticas, sdo consideradas alteracdes ndo especificas que podem
ocorrer dentre varios motivos, devido os efeitos de quimio e/ou da radioterapia
(GOMES et al., 2013; FYFE et al., 2018).

Estudos anteriores com o extrato hidroalcoolico das folhas de C.
sylvestris Sw., administrado via oral por gavagem, em ratos nas doses de 50,
60, 120, 240 e 250 mg/kg/dia, durante 90 dias, também ndo revelaram
alteracdes relevantes nos parametros fisiolégicos (hematologicos, bioquimicos,
comportamentais, histolégicos e peso) ou danos cromossdmicos (AMENI et al.,
2015; TIRLONI et al., 2017). Porém, previamente, nosso grupo verificou que
camundongos Swiss tratados com FC (2,5; 5; 10 e 25 mg/kg/dia) durante 7 dias
exibiram, dependendo da dose, alteragbes histologicas sugestivas de
neurotoxicidade, como desorganizacdo de axonios, vacuolizacdo nuclear,
desorganizacdo da cromatina e hipercromasia do material nuclear, achados
sugestivos de apoptose e microesteatose hepatica (ARAUJO et al., 2015). Tais
resultados foram confirmados pela FC e seu isolado Casearina X, quando da

inducdo de alteracbes morfolégicas reversiveis no figado, rins e bacos de
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camundongos Swiss nas maiores doses testadas (FC 25 e 50 mg/kg/dia i.p. e
oral, respectivamente), além da leucopenia (com linfocitopenia e
monocitopenia) e neutrofilia (FERREIRA et al., 2016).

E importante enfatizar que, extratos vegetais possuem indmeros
constituintes em quantidades variaveis, 0os quais podem apresentar efeitos
sinérgicos, contribuindo com a mesma atividade, ou ainda, apresentando
efeitos antagbnicos. Por isso, é importante trabalhar com frages, as quais
permitam e facilitem o isolamento e o conhecimento de seus constituintes, além
do fato que fracdes costumam possuir maior atividade que o extrato bruto
(MACIEL et al., 2002; HOUGHTON et al., 2007; FERREIRA et al., 2014).

Apesar dos relatos anteriores de toxicidade, no presente estudo tais
achados foram irrelevantes e assim, 0s usos etnofarmacolégicos tém
incentivado o uso de diferentes partes de C. sylvestris Sw., uma vez que dados
populares e estudos toxicolégicos indicam evidéncias na seguranga para uso
em humanos (SILVA et al., 1988; BASILE et al., 1990; FERREIRA et al., 2011;
ARAUJO et al., 2014, 2015).

5 CONCLUSAO

A fracdo com casearinas mostrou eficiente acdo antitumoral in vivo por
via intraperitoneal e oral contra células tumorais humanas de coélon e de
glioblastoma, ndo causou alteracdes fisiologicas significativas e apenas lesdes
consideradas reversiveis foram encontradas nos rins e figado. Juntos, esses
achados corroboram com a importancia das pesquisas em desenvolvimento e o
uso popular de C. sylvestris Sw. para fins terapéuticos como proposto pelo
Sistema Unico de Saude (SUS).
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RESUMO

A dor crbnica relacionada ao cancer e/ou seu tratamento geralmente
apresenta-se como um transtorno misto e ainda é considerada um dos maiores
desafios da medicina moderna. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito antinociceptivo da fracdo casearina (FC) e elucidar seu mecanismo de
acdo em camundongos sadios e portadores do tumor murino S-180. Os
ensaios de contor¢gbes abdominais induzidas por acido acético e de formalina
foram utilizados para avaliar a acdo antinociceptiva e o teste com filamentos de
Von Frey utilizado para determinar a alodinia mecéanica. A FC apresentou efeito
antinociceptivo significativo em camundongos sadios e acometidos pelo tumor
S-180 em testes iniciais de contor¢des induzidas por acido acético, com
destaque para as maiores doses por ambas as vias testadas (25 e 50 mg/kg
i.p. e v.0. respectivamente) assim como o quimioterapico 5-FU (25 mg/kg i.p.) e
morfina (5 mg/kg i.p.). Na fase neurogénica do teste de formalina, todas as
amostras reduziram de forma significativa o tempo de lambedura da pata. Na
fase inflamatdria apenas as amostras da FC administradas por via oral tiveram
efeitos promissores reduzindo de forma significativa o tempo de lambida da
pata, com uma média de 139,0 + 14,71 e 123,0 + 20,49 segundos nas doses
de 25 e 50 mg/kg v.o. respectivamente (p<0,05). Na avaliacdo do envolvimento
dos sistemas de dor mediados por vias especificas, 0s antagonistas naloxona
(2 mg/kg i.p.) e L-NAME (20 mg/kg i.p.) reverteram o efeito antinociceptivo
demonstrado pela FC (50 mgk/kg v.0.) na primeira fase do teste de formalina
(p<0,05). Na segunda fase, além da reversdo citada, foram também capazes
de reverter o efeito antinociceptivo da FC os antagonistas Flumazenil (2 mg/kg
I.p.) e Atropina (1 mg/kg i.p.) (p<0,05). A acdo antinociceptiva aguda
(periférica/neurogénica) da FC (50 mk/kg v.0.) na primeira fase do teste de
formalina parece ter participagdo, pelo menos parcialmente, dos sistemas
opioidérgico e nitrérgico, ja na fase inflamatdria, sugerem a participacdo das
vias opioidérgica, nitrérgica, GABAérgica e colinérgica. Também demonstrou
inibicdo de alodinia mecanica em camundongos portadores do tumor S-180 em
até 4 horas com auséncia de alteracdes em parametros comportamentais e
motores. A acdo antinociceptiva demonstrada pela FC quando administrada por
via oral pode ser considerada de grande importancia, uma vez que tal
propriedade podera facilitar o desenvolvimento de um novo analgésico a base
de moléculas naturais extraidas da espécie vegetal C. sylvestris Sw..

Palavras-chave: nocicepc¢ao, analgésia, alodinia mecanica, dor do cancer.
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ABSTRACT

Chronic pain related to cancer and/or its treatment usually presents itself as a
mixed disorder and is still considered one of the greatest challenges of modern
medicine. This work had as objective to evaluate the antinociceptive effect of
the casearine fraction (FC) and elucidate its mechanism of action in healthy
mice and patients with the S-180 murine tumor. The tests of abdominal
writhings induced by acetic acid and formalin were used to evaluate the
antinociceptive action and the Von Frey filaments test used to determine
mechanical allodynia. The FC showed a significant antinociceptive effect in
healthy mice and affected by the S-180 tumor in initial tests of induced
contortions by acetic acid, emphasizing the higher doses by both the tested
traces (25 and 50 mg/kg i.p. and o.v. respectively) as well such as 5-FU
chemotherapy (25 mg/kg i.p.) and morphine (5 mg/kg i.p.). In the neurogenic
phase of the formalin test, all samples significantly reduced the paw licking time.
In the inflammatory phase only the orally administered FC samples had
promising effects significantly reducing the time of paw licking, with a mean of
139.0 + 14.71 and 123.0 + 20.49 seconds at the doses of 25 and 50 mg/kg o.v.
respectively (p<0.05). In the evaluation of the involvement of specific mediated
pain systems, the antagonists naloxone (2 mg/kg i.p.) and L-NAME (20 mg/kg
i.p.) reversed the antinociceptive effect demonstrated by FC (50 mg/kg 0.v.) in
the first phase of the formalin test (p<0.05). In the second phase, in addition to
the aforementioned reversal, the antagonists Flumazenil (2 mg/kg i.p.) and
Atropine (1 mg/kg i.p.) were also able to revert the antinociceptive effect of FC
(p<0.05). The antinociceptive action (peripheral/neurogenic) of the FC (50
mg/kg 0.v.) in the first phase of the formalin test seems to have at least partially
participation of the opioidergic and nitrergic systems, already in the
inflammatory phase, suggest the participation of opioidergic, nitrergic,
GABAergic and cholinergic pathways. It also demonstrated inhibition of
mechanical allodynia in mice bearing the S-180 tumor within 4 hours with no
changes in behavioral and motor parameters. The antinociceptive action
demonstrated by the FC when administered orally can be considered of great
importance, since such property may facilitate the development of a new
analgesic based on natural molecules extracted from the plant species C.
sylvestris Sw..

Key words: nociception, analgesia, mechanical allodynia, cancer pain.
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1 INTRODUCAO

O céancer é uma doencga culturalmente estigmatizada e com varias
representacfes simbolicas negativas devido a sua gravidade, muitas vezes
devido ao estresse, a ansiedade e a dor de alta intensidade que acomete a
grande maioria dos pacientes. O seu tratamento varia de acordo com o tipo e a
gravidade da doenca, podendo ser tratada com cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou, ainda, com a combinacdo dessas técnicas (LESTER,
GAYNOR, 2000; SOUZA, 2004; CRUK, 2006; BARBOSA, FRANCISCO, 2007,
ACS, 2013; HASSANPOUR, DEHGHANI, 2017).

A dor causada pelo cancer durante e apos o tratamento tem sido
correlacionada com o aumento da morbidade, aumento da ansiedade e da
depressdo com uma reducdo na qualidade de vida desses pacientes. Devido a
heterogeneidade tumoral, as sindromes de dor crénica induzidas por canceres
podem estar relacionadas também ao tratamento, apresentando transtornos
considerados multidimensionais ou mistos. A dor neuropatica periférica
induzida por quimioterapia, por exemplo, ocorre em 90% dos pacientes
(FALLON, 2013; GAMBETA et al., 2016; LU; ROSENTHAL, 2018; SANTOS et
al., 2018). Para tratar e aliviar tais dores, plantas medicinais tém sido utilizadas
no mundo todo, como o Opio da papoula (Papaver soniferum) e a casca do
salgueiro (Salix spp.) (MCCURDY; SCULLY, 2005; YARDEN, CALDES, 2014).

Na medicina popular e em relatos cientificos, extratos, chas e fracdes de
diferentes partes da planta Casearia sylvestris Swartz tem apresentado
atividade antibacteriana, antifingica, antioxidante, antitumoral e efeito
cardioprotetor (LITTLE; WADSWORTH, 1964; TORRES; YAMAMOTO, 1986;
ESPINOSA et al.,, 2015; FERREIRA et al.,, 2016; CAVENAGO et al., 2017;
PEREIRA et al., 2017). O extrato bruto hidroalcoodlico das partes aereas de C.
sylvestris Sw. foi capaz de reduzir a dor crbénica pés-isquémica e a hiperalgesia
mecanica em modelos animais (PIOVEZAN et al., 2017).

Assim, diante do potencial etnofarmacolégico dessa planta e da
necessidade da descoberta de novas ferramentas farmacolégicas com agéo
analgésica, inclusive para tratar dor oncolégica, este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito antinociceptivo da fragdo com casearinas (FC) em
protocolos experimentais de dor, usando bloqueadores farmacologicos para

elucidacdo do mecanismo de acdo. Em um segundo momento, animais
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transplantados com tumor Sarcoma 180 (S-180) foram submetidos a
hiperalgesia mecénica para analise da acdo da FC em modelo murino de dor
oncoldgica.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostra vegetal

As folhas de C. sylvestris Sw. foram coletadas no Parque Estadual
Carlos Botelho (S&o Miguel Arcanjo, SP) por pesquisadores do Instituto de
Quimica da Universidade Estadual Paulista (UNESP). Os espécimes de
comprovante (AGS04, AGS05, AGS06, AGS13 e AGS19) foram depositados
no Herbario Maria Eneida P. Kaufmann, do Instituto de Botanica do estado de
Sédo Paulo, Brasil. O extrato etandlico das folhas e sua fracdo foram obtidos
conforme descrito em Santos et al. (2010). Resumidamente, o extrato foi
fracionado através de uma extragdo em fase soélida usando carvao
ativado/silica gel 60-200 pm (1:1, m/m) como fase estacionaria e
hexano/acetato de etila (95:5, v/v), acetato de etila e metanol como a fase
movel, fornecendo trés fracles, respectivamente. A segunda fracdo obtida é
denominada fracdo enriquecida com Casearinas (FC). Os registros no SisGen
(Sistema Nacional de Gestdao do Patrimbnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado) foram protocolados (#A00892A e #A33EAT7A) de acordo
com legislacdo brasileira de acesso ao patrimbénio genético e conhecimento
tradicional (Lei 13.123/2015).

2.2 Animais

Camundongos machos da linhagem Swiss (Mus musculus) foram
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina,
Piaui, Brasil. Foram mantidos em gaiolas sob condi¢des de luz padréo (ciclo
claro/escuro de 12:12 h) e temperatura (22 £ 1 °C) e alojados com livre acesso
a dieta comercial de roedores e agua, ad libitum. Todos os procedimentos
foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFPI sob o n°
373/17 (CEUA/UFPI) e estao de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA).
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2.3 Atividade antinociceptiva
2.3.1 Teste de contor¢c8es abdominais induzidas por acido acético

Acido acético na concentracdo de 0,8%, quando administrado na
cavidade intraperitoneal (i.p.) (Figura 1A) é capaz de produzir contracdo da
musculatura abdominal (Figura 1B) (COLLIER et al., 1968; BENTLEY et al,
1981).

Figura 1 - Modelo de contor¢g6es abdominais induzidas por acido acético.

A — Injecéo de acido acético 0,8% via B — Contorgbes abdominais induzidas
intraperitoneal pelo acético 0,8%

Os animais (n=7/grupo) foram pré-tratados com a FC nas doses de 10
e 25 mg/kg/dia i.p. ou 25 e 50 mg/kg/dia oral em dose Unica (tratamento agudo)
e por 7 dias consecutivos (tratamento subagudo). Como controle positivo
relacionado ao tratamento antitumoral foi utilizado o quimioterapico Fluorouracil
(5-FU, 25 mg/kg/dia i.p). Como controle positivo antinociceptivo foi utilizado o
analgésico morfina 5 mg/kg i.p. Apés 30 minutos de tratamento i.p. e 60
minutos do tratamento oral foram administrados intraperitonealmente 300 uL
por animal de acido acético 0,8%. Os grupos controles receberam por via
intraperitoneal o0 mesmo volume de veiculo contendo 5% do diluente
dimetilsulféxido (DMSO) utilizado para diluir a FC. Apds a injecdo do &cido
acético, os animais foram observados gquantificando-se, cumulativamente, o
namero de contor¢des abdominais durante um periodo de 25 minutos
(VANDER WENDE; MARGOLIN, 1956).
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2.3.2 Teste de lambedura de pata induzida por formalina

Para o teste de lambedura de pata induzida por formalina, seguiu-se o
modelo descrito por Hunskaar et al. (1987), no qual camundongos receberam
20 yL de formalina 2,5% na porcdo intraplantar na pata direita traseira. O
tempo em que cada animal permaneceu lambendo e/ou mordendo a pata
(Figura 2) foi registrado em segundos (s), considerando-se dois periodos e/ou
fases distintas: 0-5 min (12 fase - neurogénica) e de 15-30 min (22 fase -
inflamatoria) apos a administragdo da formalina 2,5% (TJALSEN et al., 1992;
HUNSKAAR et al., 1985; SILVA et al., 2013).

Figura 2 - Animal lambendo e/ou mordendo a pata durante o teste formalina.

Os animais foram observados em gaiola de observacdo espelhada
(Figura 3) para facilitar a observacédo dos animais em qualquer posi¢céo dentro
da gaiola e cronometrado o tempo de lambida da pata na qual foi injetada

formalina.



140

Figura 3 - Gaiola de observacdo espelhada utilizada para monitorar os animais
durante o teste de formalina.

Os animais separados em distintos grupos (n=7/grupo) foram pré-
tratados de forma aguda com a FC 10 e 25 mg/kg/dia i.p. ou 25 e 50 mg/kg/dia
oral. Ap6s 30 minutos de tratamento i.p. e 60 minutos de tratamento oral foram
administrados 20uL/animal de formalina 2,5% na regido intraplantar (pata
esquerda traseira). Como controle positivo antinociceptivo foi utilizado o
analgésico morfina 5 mg/kg por via i.p. Os grupos controles receberam o
mesmo volume de veiculo contendo 5% do diluente dimetilsulféxido usado para
diluir a FC.

De forma a avaliar possiveis mecanismo(s) de ac¢do, envolvidos na
resposta antinociceptiva, foram utilizados antagonistas das vias opibide
(Naloxona, 5 mg/kg i.p.), nitrérgica [L-NAME (N-nitro-L-arginina-metil-éster), 20
mg/kg i.p.], canais de potassio (Glibenclamida, 10 mg/kg i.p.), gabaérgica
(Flumazenil, 2 mg/kg i.p.) e muscarinica (Atropina, 1 mg/kg i.p.), administrados
15 minutos antes do tratamento com a FC.

Todas as analises foram realizadas em temperatura ambiente
controlada (22 + 2,0 °C) e com o minimo de fatores ambientais estressantes
(barulho e Iluminosidade) que poderiam afetar os animais, devido a

sensibilidade da resposta na fase inflamatéria ou tardia. Mordidas e/ou
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lambidas da pata que recebeu a solucdo de formalina 2,5% foi considerada

como indicativo de dor sentida pelo animal (WANG et al., 2015)

2.4 Desenvolvimento de protocolo de dor oncoldogica induzida por
Sarcoma 180 e avaliacdes comportamentais associadas

Células de S-180 foram mantidas na cavidade peritoneal de
camundongos na forma ascitica. ApOs dez dias, as células foram recuperadas
da cavidade peritoneal, contadas em camara de Neubauer com auxilio de um
microscoépio invertido e a concentragéo corrigida para 10° células/mL usando
Ringer-lactato. Com auxilio de um contensor de pata, 25 uL com 10° células
foram implantadas na porgdo intraplantar (pata esquerda traseira) de
camundongos Swiss (Figura 4) (SCHABEL et al., 1977; GUIMARAES et al.,
2014, GUIMARAES et al., 2015).

Figura 4 - Inducéo intraplantar do tumor S-180 em camundongos saudaveis.

Posteriormente, os animais foram divididos aleatoriamente em sete
grupos (n= 7). No 14° dia apdés a inoculacdo do tumor os animais receberam a
fracdo casearina (FC) por via i.p. ou oral nas doses de 25 e 50 mg/kg,
respectivamente. O grupo controle negativo recebeu apenas o0 veiculo
acrescido do diluente 5% de DMSO e o grupo controle positivo analgésico
recebeu Morfina (5 mg/kg, i.p.). Em seguida todos os grupos foram avaliados

conforme protocolos experimentais seguintes.
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2.4.1 Volume tumoral na pata

A formacdo do tumor dos animais foi confirmada pela mudanca no
volume da pata apds 14 dias da inducdo do tumor. Todos os grupos foram
submetidos a avaliacdo prévia (basal) e novamente reavaliados no 14° dia,
pela imersdo da pata em agua destilada em um pletismémetro (Insight®, Brasil).
O deslocamento do liquido contido no aparelho permitiu a comparacao do
volume tumoral na pata usando a variacdo de valores entre o volume da pata
antes da inducdo do tumor e no 14° dia imediamente posterior (A, em mL)
(Figura 5) (FERREIRA, 1979).

Figura 5 - Determinag&o do volume da pata em pletismémetro digital.

2.4.2 Atividade exploratéria

A atividade exploratéria dos animais foi verificada por meio de um
campo aberto em acrilico (paredes transparentes e piso preto, com dimensdes
30 x 30 x 15 cm) dividido em 9 quadrantes iguais, baseado no modelo descrito
por Archer (1973) (Figura 6).

Apés aclimatacdo de 10 min, a nocicepcao espontanea foi avaliada
durante 5 minutos. Os animais foram colocados um por vez no centro do
campo aberto no qual o numero de cruzamentos com as quatro patas
(atividade locomotora espontanea; ALE), assim como 0 numero de
comportamentos de autolimpeza (groomings) e levantamentos sem encostar-se
nas paredes (rearings) foram contabilizados. Apds a realizagéo do teste com
cada animal, foi efetuada a limpeza do campo com toalha de papel umedecida

em alcool 70% para remocdo de excretas deixadas pelo animal anterior de
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forma a evitar alteragbes comportamentais influenciadas pelo ambiente
(BROADHURST, 1957; ARCHER, 1973).

Figura 6 — Teste do campo aberto com camundongos.

2.4.3 Coordenacdo motora

O teste com Rota-Rod permite detectar a ocorréncia de incoordenacgéo
motora relacionada a um possivel efeito relaxante muscular de substancias,
favorecendo uma interpretacdo mais precisa dos testes de nocicepgao
(CARLINI, BURGOS, 1979; LAPA et al., 2003). Apds pelo menos um treino dos
animais no aparelho Rota-Rod, esse teste também pode ser usado como
modelo para avaliagdo da nocicep¢do induzida pelo movimento. Os
camundongos foram colocados, com as quatro patas sobre uma barra giratoria
de 2,5 cm de diametro, elevada a 25 cm do piso, com rotacéo de 17 rpm, por
um periodo de 60 segundos cada animal (Figura 7). O tempo de permanéncia
na barra giratéria, em segundos, foi contabilizado, permitindo a avaliacdo da

atividade motora de cada animal.
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Figura 7 — Aparelho de Rota-Rod para camundongos.

2.4.4 Avaliacdo nociceptiva mecanica (Von Frey)

Para avaliar a alodinia mecénica no aparelho de Von Frey, os animais
foram colocados individualmente em compartimentos de acrilico transparentes
(9 x 7 x 11 cm), localizados em uma plataforma de arame elevada para permitir

0 acesso a superficie ventral das patas traseiras (Figura 8).

Figura 8 - Plataforma de avaliacdo no teste de Von Frey.

Os animais foram aclimatizados por, pelo menos, 15 min antes dos

testes comportamentais. A frequéncia de resposta de retirada foi obtida através
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de 3 aplicacdes dos filamentos de Von Frey com duracdo de 1s cada e com
diferentes forcas de filamento, partindo das menores para as maiores (0,07 a
10 g) (Insight®, Brasil). Todos os animais foram submetidos & avaliacdo prévia
basal e, novamente, reavaliados em diferentes tempos apds a inducao
(CHAPLAN et al., 1994).

2.5 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como médias + erro padrdo da média
(E.P.M.). As diferencas entre grupos experimentais foram comparadas usando
andlise de variancia de uma via (ANOVA one-way) seguidas pelo teste de
multiplas comparagdes Student-Newman-Keuls. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism® (Instuitive Software
for Science, San Diego, CA, EUA). No teste de avaliacdo nociceptiva mecanica
foi empregada a andlise de variancia (ANOVA duas vias) seguida pelo teste de
Bonferroni. A andlise de significancia foi considerada quando p<0,05 para

todos os estudos.

3 RESULTADOS
3.1 Reducédo da nocicepcao induzida por acido acético

Na avaliacdo do efeito antinociceptivo em camundongos tratados com
dose Unica da FC, somente as maiores doses (25 mg/kg i.p. e 50 mg/kg oral)
reduziram as contor¢des abdominais induzidas por acido acético (26,3 + 6,6 e
47,0 + 3,9), respectivamente, p<0,05) quando comparadas ao controle negativo
(76,7 = 14,0). Tal reducdo também foi observada ap6s a administracdo do
quimioterapico 5-FU (36,5 £ 4,9) e da morfina (ndo apresentaram contorcao)
(Figura 9).
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Figura 9 — Avaliacdo do efeito antinociceptivo da fragcdo com casearinas (FC) obtida
das folhas de Casearia sylvestris Swartz no modelo de contor¢cdes abdominais
induzidas por &cido acético ap6s administracdo em dose Unica. Os controles positivos
Morfina e 5-FU foram usados da dose de 5 e 25 mg/kg (i.p.) respectivamente. Os
valores correspondem a média + E.P.M. do numero de contor¢cdes abdominais.
*p<0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por
Student Newman-Keuls.
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O mesmo protocolo foi idealizado com a FC ap0s 7 dias consecutivos
de tratamento e todas as doses testadas da FC foram capazes de reduzir o
ndmero de contorcées abdominais (p<0,05) quando comparadas ao controle
negativo (80,3 £ 3,8), inclusive em niveis semelhantes ao tratamento de dose

Unica (Figura 10).
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Figura 10 — Avaliacdo do efeito antinociceptivo da fragdo com casearinas (FC) obtida
das folhas de Casearia sylvestris Swartz no modelo de contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético apds 7 dias de tratamento. Os controles positivos Morfina
e 5-FU foram usados da dose de 5 e 25 mg/kg (i.p.) respectivamente. Os valores
correspondem a média + E.P.M. do nimero de contor¢des abdominais. *p<0,05
quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por Student
Newman-Keuls.
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3.2 Reducédo da nocicepc¢éo induzida por formalina

Na primeira fase do protocolo (0-5 min, fase neurogénica), todas as
doses da FC (10 e 25 mg/lg i.p. e 25 e 50 mg/kg oral) reduziram o tempo de
lambedura da pata (75,0 + 25 s; 744 + 7,0 s; 67,7 £ 4,6 s e 65,7 + 4,8 s,
respectivamente) quando comparadas ao controle negativo (120,6 + 4,9 s)
assim como o grupo que recebeu morfina (49,7 + 6,6 s) (p<0,05) (Figura 11).

Na segunda fase do teste (15-30 min, fase inflamatéria), apenas as
doses da FC administradas por via oral (25 e 50 mg/kg) revelaram eficacia
antinociceptiva (139,0 + 14,7 e 123 + 20,5 s) quando comparada com 0 grupo
controle negativo (202,5 + 16,86 s) (p<0,05).
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Figura 11 — Avaliagédo do efeito antinociceptivo da fragdo com casearinas (FC) obtida
das folhas de Casearia sylvestris Swartz no modelo de dor induzida por formalina apos
administracdo em dose Unica. O controle positivo recebeu Morfina 5 mg/kg (i.p.). A - 1@
fase (neurogénica); B - 22 fase (inflamatéria). Os valores correspondem a média +
E.P.M. do tempo de lambidas (em segundos). *p<0,05 quando comparado ao grupo
controle negativo por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.
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Na avaliagcdo do envolvimento de vias especificas na geracdo da dor, o
tratamento com antagonista de receptores opidides naloxona e o analogo da L-
arginina inibidor da 6xido nitrico sintase (NOS) L-NAME, quando administrados
previamente a FC 50 mgk/kg oral, reverteram o efeito antinociceptivo
desmonstrado pela FC para 113,9 + 7,5 s e 93,9 £ 10,9 s durante a primeira
fase do teste de formalina quando comparados ao grupo que recebeu somente
a FC (61,8 + 5,7 s) (p<0,05). Ja o controle negativo apresentou 124,0 + 4,2 s de
lambedura da pata (Figura 12). Por outro lado nem a glibenclamida, flumazenil

ou atropina reverteram a reducdo do tempo de lambedura induzida pela FC.
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Figura 12 — Avaliagédo do efeito antinociceptivo da fragdo com casearinas (FC) obtida
das folhas de Casearia sylvestris Swartz no modelo de dor induzida por formalina
durante a 12 fase (neurogénica) na dose de 50 mg/kg via oral por gavagem. Os valores
correspondem a média + E.P.M. do tempo de lambidas (em segundos). *p<0,05
quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por Student
Newman-Keuls; *p<0,05 quando comparado ao grupo FC 50 mg/kg por ANOVA
seguido por Student Newman-Keuls.
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Na fase inflamatoria, o antagonista opioide naloxona (164,1 + 8,3 s de
lambida da pata), o nitrérgico L-NAME (191,3 + 21,9 s), o antimuscarinico
atropina (209,3 + 16,59 s) e o antagonista benzodiazepinico flumazenil (163,5 +
15,4 s) reverteram o efeito antinociceptivo da FC 50 mgk/kg via oral. Por outro
lado, a associacdo do bloqueador de canais de potassio glibenclamida a FC 50
mgk/kg via oral potencializou o efeito desta e reduziu o tempo de lambidas para
17,3 £ 9,9 s em relagdo ao grupo que recebeu somente a FC (p<0,05). Assim
como observado na primeira fase, a FC 50 mgk/kg quando analisada
separadamente sem a participagdo de antagonistas causou redugao no tempo
de lambida (113,1 £ 10,3 s) em relagédo ao controle negativo (240,0 + 16,2 s)
(p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13 - Avaliagdo do efeito antinociceptivo da fragdo com casearinas (FC) obtida
das folhas de Casearia sylvestris Swartz no modelo de dor induzida por formalina
durante a 22 fase (inflamatoria) na dose de 50 mg/kg via oral por gavagem. Os valores
correspondem a média + E.P.M. do tempo de lambidas (em segundos). *p<0,05
quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por Student
Newman-Keuls; #p<0,05 quando comparado ao grupo FC 50 mg/kg por ANOVA
seguido por Student Newman-Keuls.
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3.3 Efeito antinocicpetivo pos-implantacédo de células do tumor S-180 na
regido intraplantar
3.3.1 Volume tumoral na pata

Os resultados apresentados na figura 14 confirmam a proliferacao
significativa das células de sarcoma 180 e a formacdo do tumor na pata
traseira dos animais no 14° dia apés a inducdo, quando todos 0s grupos
apresentaram um aumento expressivo do membro. A mensurac¢ado do volume
tumoral se deu por pletismografia de pata e os grupos apresentaram 0s
seguintes percentuais de aumento do mesmo membro quando comparado ao
tempo zero (pata antes da indug&o do tumor): 276,6 + 37,1; 340,6 = 89,9; 334,1
+ 70,8 e 326 + 37,7% para os grupos controle, morfina, FC 25 mg/kg e 50
mg/kg, respectivamente. Esses resultados corroboram a confiabilidade do
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protocolo experimental, uma vez que, além do desenvolvimento significativo
dos tumores, os tamanhos das patas em todos 0s grupos se mantiveram em

uma determinada meédia, sem variancia significativa (p<0,05).

Figura 14 — Camundongos transplantados com tumor Sarcoma 180 na regido
intraplantar apés 14 dias da inducado e tratados nesse mesmo dia com a fragdo com
casearinas extraida das folhas de Casearia sylvestris Swartz. A - Controle, B - Morfina
5 mg/kg (i.p.), C - FC 25 mg/kg i.p., D - FC 50 mg/kg oral Os valores correspondem a
média + E.P.M. do percentuacdo de crescimento da pata (n= 7/grupo) em relagdo ao
estado basal.

276,6 +37,1% 340,6 +89,9% 3341 £70,8% 326,3 £37,7%

3.3.2 Efeito antialodinico demonstrado com filamentos de Von Frey

A FC 25 mg/kg i.p e 50 mg/kg oral aumentaram significativamente o
limiar de retirada da pata no teste do Von Frey em diferentes tempos entre a 12
a 42 h apos o tratamento quando comparado com o grupo controle (p<0,05).

O grupo tratado com a FC por via intraperitoneal na dose de 25 mg/kg
teve um pico de acdo tardio de agédo (4,6 £ 0,4 g) em torno da 32 h apos o
tratamento, se comparado com o0 grupo que recebeu morfina, o qual
apresentou um efeito maximo na 12 h (4,7 £ 0,4 g). Na 12° h apés o tratamento,
nenhum dos grupos testados mostrou diferenca significativa quando

comparado com o grupo controle (p>0,05) (Figura 15).
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Figura 15 — Limiar nociceptivo mecéanico em animais transplantados com o tumor S-
180 na pata, avaliado pelo aparelho Von Frey apés tratamento agudo com uma dose
da fragdo com casearinas. Animais tratados com a FC nas doses de 25 e 50 mg/kg via
i.p. e v.0. respectivante, controle (veiculo) e morfina (5 mg/kg i.p.).. Os valores
correspondem a média + E.P.M., n=7. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle
por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.
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3.3.3 Alteragdes comportamentais e motoras
3.3.3.1 Teste campo aberto

A figura 16A mostra os resultados da atividade motora no teste de
campo aberto, onde todos os grupos tratados ndo apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao numero de cruzamentos nos quandrantes
comparados ao grupo controle ndo tratado (p>0,05). Os animais do grupo
controle positivo analgésico (morfina 5 mg/kg i.p.) apresentaram alteracdes
significativas nos parametros autolimpeza onde foi observado um aumento
(*11,5 + 2,3) e levantamento em que foi verificada uma diminuicéo (*0,1 £+ 0,1)
assim como no grupo FC 50 mg/kg oral (*0,4 + 0,2) (p<0,05) (Figura 16B e
16C).
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Figura 16 — Efeito do tratamento com a fracdo com casearinas em diferentes
parametros avaliados pelo teste do campo aberto. Foram quantificados os nimeros de
cruzamentos, autolimpeza e levantamentos em camundongos transplantados com o
tumor S-180 na regido intranplantar. Animais tratados com a FC nas doses de 25 e 50
mg/kg via i.p. e v.o. respectivante, controle (veiculo) e morfina (5 mg/kg i.p.).. Os
valores correspondem a média + E.P.M. n=7/grupo. *p<0,05 quando comparado ao
grupo controle por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.
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3.3.3.2 Teste de Rota-Rod

A figura 17 mostra os resultados da acdo da FC sobre a atividade
motora forcada em camundongos transplantados com o tumor S-180 na regido
intraplantar. Verificou-se apenas uma reducao significativa de permanéncia na
barra giratéria (*18,8 + 6,8 s) dos animais que receberam morfina em relagéo

ao grupo controle tratado apenas com o veiculo (49,7 £ 5,2 s) (p<0,05).

Figura 17 — Efeito da fracao rica em casearinas sobre a atividade locomotora no teste
do Rota-Rod em camundongos com o tumor S-180 na pata. Avaliagdo pré-tratamento
(basal) e pos-tratamento (tratado). Animais tratados com a FC nas doses de 25 e 50
mg/kg via i.p. e v.0. respectivante, controle (veiculo) e morfina (5 mg/kg i.p.). Média +
E.P.M do tempo de permanéncia na barra giratéria (s) (*p<0,05 quando comparado ao
grupo controle por ANOVA seguido pelo pés-teste de Student Newman-Keuls).
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4 DISCUSSAO

Os avancos no diagnéstico e no tratamento do cancer tém favorecido a
sobrevivéncia de cerca de dois tercos dos individuos por mais de cinco anos
apo6s o diagndstico. Esse maior numero de sobreviventes representa um
desafio clinico crescente, resultando em uma grande proporcdo de pacientes
com dor cronica oncolégica ou associada a outros tipos de dores, sendo
considerada uma das sequelas mais recorrentes causadas pela doenca e/ou
seu tratamento. Geralmente, o controle dessas dores requer o uso de
analgésicos, o que tem favorecido o surgimento de efeitos colaterais
recorrentes (JONGEN et al, 2013; THOMSON et al., 2016; BROWN;
FARQUHAR-SMITH, 2017; SHARMA et al., 2017; MANCHIKANTI et al., 2018).
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Historicamente, as raizes de C. sylvestris Sw. sdo preparadas por
decocgédo para consumo oral com o intuito de aliviar dores de diferentes
origens (HIRSCHMANN, ARIAS, 1990). Porém, ha excassez de estudos com
essa planta e lacunas sobre o(s) mecanismo(s) de acdo. Por isso, inicialmente,
usou-se um modelo simples de dor visceral, pouco especifico, mas muito
sensivel, o teste das contorcbes abdominais (BENTLEY et al.,, 1981,
SOWEMIMO et al.,, 2013), como uma ferramenta de rastreio que permitiu
avaliar a atividade antinociceptiva da FC. Embora pouco seletivo, ja que a dor
induzida por acido acético envolve tanto vias centrais quanto periféricas, devido
a hiperalgesia resultante da sensibilizacdo de fibras aferentes na periferia e na
medula espinhal, esse modelo € classicamente utilizado para avaliar a dor
aguda in vivo envolvendo respostas hiperalgésicas por liberacdo de
prostaglandinas, citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a), bradicinina e mediadores
simpéticos (DUARTE, NAKAMURA, FERREIRA, 1988; HEGEN et al., 2008).
Aqui, foi possivel detectar que a FC reduziu de forma significativa as
contor¢cdes abdominais por ambas as vias de administracdo utilizadas e que
nao houve diferenca da acédo antinociceptiva nas maiores doses (25 mg/kg i.p.
e 50 mg/kg oral) ap6s dose Unica ou multiplas (sete dias tratamento). Estudos
de Ruppelt et al. (1991), Esteves et al. (2005) e Mattos et al. (2007),
trabalhando com o extrato aquoso na forma de cha das folhas frescas e secas,
com o Oleo essencial e com extrato bruto hidroalcodlico das folhas de C.
sylvestris Sw., nas doses de 1000 mg/kg, 125 mg/kg e de 30 a 300 mg/kg,
respectivamente, também mostraram reducdo de contor¢cdes abdominais
induzidas por &acido acético.

Islam et al. (2016) sugerem que diterpenos como os presentes na FC
podem ser candidatos proeminentes em pesquisa de drogas neurobiolégicas,
como as usadas para tratar a dor neuropatica e inflamatéria. Pensando nisso,
em seguida realizou-se o teste de lambedura da pata induzida por injecéo
intraplantar de formalina, considerado um modelo valido e confiavel de
avaliacdo da nocicepcéo e sensivel a vérias classes de farmacos analgésicos
(DUBUISSON, DENNIS, 1977; HUNSKAAR, HOLE, 1987; HUNSKAAR et al.,
1987). Este modelo é mais bem especifico quando comparado ao teste de
contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético, jA que ele desencadeia

dois periodos distintos com diferentes mecanismos nociceptivos. A resposta ha
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primeira fase, dita periférica ou de origem neurogénica, € observada nos
primeiros minutos ap06s a administragdo intraplantar da formalina, como
consequéncia da liberacdo imediata dos aminoécidos excitatorios como
glutamato e aspartato, e intenso aumento na atividade das fibras aferentes
primarias. Por outro lado, as reac¢des tardias da segunda fase, caracterizadas
pela liberacdo de mediadores inflamatorios, sdo observadas de 15 a 30 min
apos o inicio do estimulo e resultam da ativacdo de neurdnios aferentes
primarios e neuropeptideos sensoriais como a substancia P na regido dorsal da
medula espinhal (ROSLAND et al., 1990a,b; TIILSEN et al., 1992; SHIN et al.,
2011). Nesse ensaio, a FC reduziu o numero de lambeduras em todas as
doses e vias testadas durante a fase neurogénica. Na fase inflamatoria, apenas
as doses orais (25 e 50 mg/kg) revelaram eficacia antinociceptiva.

O uso de bloqueadores de receptores serve para avaliar de maneira
mais especifica a participacdo de vias responsaveis pelo efeito antinociceptivo
da FC e entender seu(s) mecanismo(s) de acédo. Tanto na primeira como na
segunda fase do teste de inducédo da nocicepcao por formalina, a naloxona e o
inbidor de oOxido nitrico L-NAME reduziram o efeito antinociceptivo da FC 50
mg/kg oral, sugerindo que a resposta antinociceptiva esteja ligada a fase
neurogénica e inflamatéria da dor. Estes resultados indicam, previamente, que
o efeito antinociceptivo induzido pela FC seja mediado pelo sistema
opioidérgico periférico via receptores u (mi), & (delta) e/ou k (kappa), de forma
semelhante ao mecanismo de acdo da morfina e de outros terpenos ja
relatados na literatura (AKCA et al., 2002; PASSOS et al., 2015; CALAS et al.,
2016; GOUVEIA et al., 2018; SANTOS et al., 2019).

O oOxido nitrico (NO) desempenha um papel importante na dor aguda e
cronica em ambos o0s niveis central e periférico. Nesse contexto, ele é
produzido por um sistema de sintases de NO (NOS) usando L-arginina como
substrato. Dentre as isoformas de NOS, a endotelial (NOS1) e a neuronal
(NOS3) sédo constitutivas (cNOS) e estdo diretamente envolvidas com a
homeostase, ja a NOS2 é chamada de NOS indutivel (iNOS) e esta ligada a
fenbmenos fisiopatologicos. Constitutivamente, NO ¢é produzido em
quantidades pico-nanomolares por curtos periodos e por vias dependentes de
calcio. Enquanto isso, a INOS produz NO por peridos mais longos (horas a

dias), devido a ativacao e participacdo celulares de estimulos pro-inflamatérios,
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como citocinas e vasodilatores locais (VIARO, NOBRE, EVORA, 2000; ROCHA
et al., 2003; MEHANNA et al., 2018).

Quando formado, o NO ativa a enzima guanilato ciclase que aumenta
os niveis intracelulares de GMPc, e modula a atividade de muitos alvos
celulares, incluindo a proteina quinase dependente de guanosina monofosfato
ciclico (cGMP), além de canais i6nicos, como canais de K* sensiveis a ATP.
Isso sugere que agentes que facilitem ou induzam a sintese de NO tenham
efeito antinociceptivo (MEHANNA et al., 2018).

E bem provavel que o envolvimento de vias nitrérgicas no controle da
dor demonstrado pela FC tenha efeitos mediados também por opidides, ja que
estudos mostram que a morfina, atuando em receptores opidides periféricos,
também ativa a via NO-GMPc, induzindo efeito analgésico periférico, enquanto
outras pesquisas indicam que a inibicdo da NOS potencializa a antinocicepcéo
espinhal mediada por receptores opidides |, & e, menos extensivamente, k, na
dor aguda e prolongada e também atenua a tolerancia para a a¢do da
antinocicepcao de morfina (MOORE et al., 1993; BHARGAVA et al., 1996).

Na segunda fase, mais duradoura, todas as ferramentas
farmacoldgicas utilizadas foram capazes de reduzir o efeito da FC, achado que
indica que a FC esteja atuando como agente antinociceptivo por vias distintas,
porém interligadas, confirmando estudos prévios que indicam que as duas
fases do teste da formalina podem ter diferentes mecanismos nociceptivos
devido a sensibilizagdo inflamatéria local e/ou espinhal (HUNSKAAR, HOLE,
1987; LI et al., 2010; FISCHER et al., 2014). A excecao foi a glibenclamida, a
gual modulou o efeito da FC quando administrada em associacéo.

No contexto da inibicdo da dor, o antagonista flumazenil reverteu a
acdo da FC, indicando a possibilidade da participacdo de vias gabaérgicas no
efeito antinociceptivo. Afinal, a substancia cinzenta periaquedutal do
mesencéfalo, como a principal responsavel pelo sistema do controle de
comporta, ativa neurénios inibitérios na lamina Il (substancia gelatinosa) do
corno dorsal da substancia cinzenta da medula espinhal via liberacdo de
opidides enddégenos (encefalinas, dinorfinas e/ou [(-endorfina), 5-
hidroxitriptamina (serotonina) e/ou por ativacdo do locus coeruleus que libera
noradrenalina. Essa ativacdo de neurdnios inibitérios ocorre gracas a liberagédo

de GABA, favorecendo o bloqueio da neurotransmissdo de 12 ordem por
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aumentar o limiar de ativacdo dos neurbnios de 22 ordem com a
hiperpolarizagdo pdés-sinaptica, devido ao aumento da gK* e/ou inibicdo pré-
sinptica da liberacdo de glutamato e substancia P (AIRES, 2018; FERRARI et
al., 2019).

Algumas das vias de controle da nocicep¢do como a serotoninérgica e
adrenérgica sao em parte moduladas pelo sistema colinérgico. Tanto que a
administracdo de agonistas nicotinicos (nicotina) e muscarinicos (pilocarpina)
causam efeitos antinociceptivos no modelo do acido acético e aumentam a
liberacdo de neurotransmissores inibitdrios como o GABA e a glicina (JONES
et al., 2007), demonstrando que o sistema colinérgico tem importancia
fundamental no controle enddgeno da dor e estd envolvido na acao
antinociceptiva da FC.

A propria liberacdo da acetilcolina € aumentada nos neurdnios do
sistema nervoso central a partir da ativagcdo de receptores opidides pré-
singpticos pela morfina, causando a potencializacdo do efeito analgésico
(ABELSON, KOMMALAGE, MHOGLUND, 2004), o que ajuda a entender
porque o bloqueio de receptores opdides com naloxona reduziu a acao
antinociceptiva da FC, provavelmente, também por reducdo da liberacdo
descendente de acetilcolina, ja que a administracéo sistémica de morfina pode
ser antagonizada pela administracao intratecal de antagonistas muscarinicos,
reforcando a ideia do sinergismo dos sistemas opidide e colinérgico (TAGUCHI
et al., 1999).

A acetilcolina atua como neurotransmissor e neuromodulador apés a
liberacdo de grupos-chave de neurbnios de projecdo colinérgica e
interneurdnios distribuidos pelo Sistema Nervoso Central, sendo responsavel
por mediar muitas fungcdes cerebrais, inclusive a transmissao e percepc¢ao da
dor (NASER, KUNER, 2017). Assim, a acao antinociceptiva de uma substancia
por via muscarinica é promissora, pois esses receptores tém emergido como
um importante alvo terapéutico para varias doencas (TAMADDONFARD et al.,
2017).

Previamente, estudos de Mattos et al. (2007) usando diferentes
modelos, como placa quente, sensibilizacdo induzida por ovoalbumina e de
contor¢cdes abdominais, avaliaram a capacidade antinociceptiva de um extrato

hidroalcoldlico das folhas de C. sylvestris Sw.. Tais resultados mostraram que
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somente doses agudas muito mais altas, como 100 ou 300 mg/kg oral do
extrato, que aquelas testadas aqui com a FC, foram capazes de aumentar a
laténcia para resposta ao calor e a ovoalbumina sensibilizante. Por outro lado,
uma unica dose de 30 mg/kg desse extrato, dose essa semelhante as que
foram usadas para a FC, ja foi capaz de reduzir o numero de contorcdes
abdominais e tal acdo farmacolégica foi revertida por naloxona, achados que
sugerem gue 0s receptores opidides estdo, certamente, diretamente envolvidos
na acao biolégica da FC.

E importante enfatizar que a administracdo do antagonista
glibenclamida, previamente a FC, aumentou o efeito antinociceptivo desta.
Como esse farmaco hipoglicemiante da classe das sulfoniureias € inibidor de
canais de potassio ATP-dependente, e como a morfina, atuando em receptores
opibides periféricos, também ativa a via NO-GMPc, é provavel que sua acao
antinociceptiva quando associada a FC favoreca estimulos excitatorios
descendentes, ativando interneurénios inibitérios da substancia gelatinosa,
induzindo efeito analgésico periférico por dessensibilizacdo de neurbnios
aferentes secundarios e/ou por inibicdo pré-sinaptica da liberacao de glutamato
e substancia P (MELZACK, WALL, 1965).

Como a dor verificada na fase inicial do teste de formalina é causada
predominantemente pela ativacdo de fibras C amielinicas em decorréncia de
estimulos periféricos (TJILSEN et al., 1992), e como 0s estudos anteriores
sugerem acao central significativa somente com altas doses de extratos das
folhas de C. sylvestris Sw. (evidenciada no teste de placa quente), acredita-se
gue a FC tenha acéo, principalmente periférica, mas associada a inibicao tardia
da liberacdo ou da acdo de mediadores neuroquimicos ao nivel central na
medula espinhal.

Pesquisas anteriores também apontam para a acao anti-inflamatéria de
diferentes partes da planta C. sylvestris Sw., principalmente de extratos
alcoolicos, aquosos ou 6leos essencias das folhas, os quais tém demonstrado
acdo antiedematogénica, inibicAo da migracdo leucocitaria, reducdo de
processos inflamatérios em Ulceras gastricas induzidas por acido acético, da
atividade de mieloperoxidase e de compostos derivados de radicais livres do
nitrogénio no liquido broncoalveolar; prevencdo do blogueio neuromuscular e

de danos teciduais locais causados por toxinas de cobras devido a inibicdo da
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enzima fosfolipase A, e de proteases, favorecendo a cicatrizacéo,
neovascularizacdo, proliferagdo de fibroblastos e da formacgédo epitelial
(RUPPELT et al.,, 1991; BORGES et al., 2000, 2001; SILVA et al.,, 2004,
ESTEVES et al., 2005; ALBANO et al., 2013; CAMPOS et al., 2015; PIERRI et
al., 2017).

Resultados recentes do nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
FC tem acado anti-inflamatéria ainda mais potente que extratos ou O6leos
essenciais (dados ndo publicados). Como mediadores inflamatérios, como a IL-
1B, ativam nociceptores polimodais associados a fibra C e desempenham um
papel importante na hiperalgesia cutdanea desencadeada por estimulos
mecanicos e/ou térmicos (REN, TORRES, 2009), a inibicdo da producéo e/ou
da acéo de tais mediadores, pode ser um mecanismo de antinociceptiva da FC.

E possivel que a acdo anti-inflamatoria das folhas esteja relacionada a
capacidade antioxidante e a presenca de compostos quimiopreventivos (WANG
et al., 2009; SANTOS et al., 2010; ALBANO et al., 2013; ARAUJO et al., 2015),
0sS quais podem bloguear ou atrasar a evolucdo do processo patolégico das
respostas inflamatodrias, diminuindo a dor associada a inflamacdo aguda ou
prolongada. No que se refere a sinalizacdo, a modulacdo da producdo de
espécies reativas de oxigénio é um alvo importante de controle das sensacfes
desagradaveis decorrentes do estimulo &lgico, uma vez que compostos
inibidores de radicais livres tém mostrado acdo supressora da alodinia
mecanica em um modelo de rato de dor dssea induzida por cancer (ZHOU et
al., 2018).

Sabe-se que a dor neuropatica ou croénica, semelhante aquela
resultante do crescimento tumoral, e mimetizada por constricdo do nervo ciatico
e de terminacdes nervosas em geral, sofre, por exemplo, reducdo do efeito
analgésico da dipirona, se houver administracdo prévia de glibenclamida ou L-
NAME, tanto que a administracao intravenosa de nitroglicerina pode aliviar a
dor espontanea e a causalgia em humanos (REIS, ROCHA, 2006; MENHANNA
et al., 2018).

Células cancerigenas, como as da linhagem S-180, e 0 processo
inflamatorio decorrente da invasao tecidual por células tumorais, geram altos
niveis de radicais livres que supostamente aumentam as concentragfes de

glutamato no meio extracelular, ativando e sensibilizando neurénios aferentes
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primarios, o que se traduz em maior frequéncia de estimulos nociceptivos
(LOZANO-ONDOUA, SYMONS-LIGUORI, VANDERAH, 2013).

Em nossos achados, a FC foi capaz de aumentar significativamente o
limiar nociceptivo no ensaio com filamentos de Von Frey, sugerindo um efeito
antialodinico em camundongos transplantados com o tumor S-180. Sabe-se
que em animais, a estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal do
mesenceéfalo inibe reflexos provocados por estimulos dolorosos, como a
retirada da cauda ou da pata (SILVA et al., 2013). Entéo, é possivel que a acdo
antinociceptiva da FC esteja associada, como descrito anteriormente, a vias
descendentes que inibem o0s chamados receptores silenciosos tipo
mecanossensitivos, 0s quais respondem somente quando sensibilizados por
leséo tecidual induzida (no caso, pelo tumor S-180) e também podem participar
em respostas hiperalgésicas (SAUERSTEIN et al., 2018).

Nos testes comportamentais do campo aberto e do Rota-Rod, 0s grupos
dos animais tratados com a FC nao apresentaram alteragbes significativas
qguanto a capacidade exploratoria e a atividade locomotora, confirmando
resultados de Mattos et al. (2007), os quais mostraram que o0 extrato
hidroalcolélico das folhas ndo tem acéo sedativa ou relaxante muscular. A nao
interferéncia da FC na capacidade exploratéria e na atividade locomotora dos
animais transplantados com S-180, demonstra resultados promissores do
ponto de vista farmacoldgico, evidenciados pelo efeito antinociceptivo, sem

alteracdes motoras.

5 CONCLUSAO

A fragdo com casearinas mostrou efeito antinociceptivo em modelos de
nocicepc¢ao quimica induzida por acido acético e por formalina (em ambas as
fases neurogénica e inflamatoria). Tal efeito foi revertido e, portanto, é
dependente, pelo menos, parcialmente dos sistemas opidide, colinérgico,
gabaérgico e nitrérgico, e quando associada a inibidores de canais de K*, a
acado antinociceptiva da fragcdo foi intensificada. A fragdo com casearinas
também demonstrou inibicdo da alodinia mecanica em camundongos
portadores do tumor S-180 na regido intraplantar sem alteragcbes em

parametros comportamentais e motores, indicando que a fracdo tenha acéo,
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principalmente, periférica, mas associada a inibicdo tardia da liberacdo ou da
acdo de mediadores neuroquimicos ou inflamatérios a nivel central na medula

espinhal.

REFERENCIAS

ABELSON, K. S.; KOMMALAGE, M.; HOGLUND, A. U. Spinal cholinergic
involvement after treatment with aspirin and paracetamol in rats. Neuroscience
Letters, v. 368, n. 1, p. 116-20, 2004.

ACS - American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2013. Atlanta:
American Cancer Society, 2013. 64p.

AIRES, M. M. Physiology. 5 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2018.

AKCA, O.; DOUFAS, A. G.; SESSLER, D. I. Use of selective opiate receptor
inhibitors to prevent postoperative ileus. Minerva Anestesiologica, v. 68, n. 4,
p. 162-165, 2002.

ALBANO, M. N.; SILVEIRA, M. R.; DANIELSKI, L. G.; FLORENTINO, D.;
PETRONILHO, F.; PIOVEZAN, A. P. Anti-inflammatory and antioxidant
properties of hydroalcoholic crude extract from Casearia sylvestris Sw.
(Salicaceae). Journal of Ethnopharmacology, v. 147, n. 3, p. 612-617, 2013.

ARAUJO, E. J.; OLIVEIRA, G. A.; SOUSA, L. Q.; BOLZANI, V. S.;
CAVALHEIRO, A. J.; TOME, A. R.; PERON, A. P.; SANTOS, A. G.; CITO, A. M.
L; PESSOA, C.; FREITAS, R. M.; FERREIRA, P. M. P. Counteracting effects on
free radicals and histological alterations induced by a fraction with casearins.
Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v.87, n.3, p.791-1803, 2015.

ARCHER, J. Tests for emotionality in rats and mice. A review. Animal
Behaviour, v. 21, n. 2, p. 205-35, 1973.

BARBOSA, L. N. F.; FRANCISCO, A. L. A subjetividade do cancer na cultura:
implicacbes na clinica contemporanea. Revista da SBPH, v. 10, n. 1, p. 9-24,
2007.

BENTLEY, G. A.; NEWTON, S. H.; STARR, J. Evidence for an action of
morphine and the enkephalins on sensory nerve endings in the mouse
peritoneum. British Journal of Pharmacology, v.73, n. 2, p.325-332, 1981.

BHARGAVA, H. N.; ZHAO, G. M. Effect of nitric oxide synthase inhibition on
tolerance to the analgesic action of D-Pen2, D-Pen5 enkephalin and morphine
in the mouse. Neuropeptides, v. 30, n. 3, p. 219-223, 1996.

BORGES, M. H.; SOARES, A. M.; RODRIGUES, V. M.; ANDRIAO-ESC}ARSO,
S. H.; DINIZ, H.; HAMAGUCHI, A.; QUINTERO, A.; LIZANO, S.; GUTIERREZ,
J. M.; GIGLIO, J. R.; HOMSI-BRANDEBURGO, M. I. Effects of aqueous extract



164

of Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) on actions of snake and bee venoms
and on activity of phospholipases A2. Comparative Biochemistry and
Physiology, v. 127, n.1, p. 21-31, 2000.

BORGES, M. H.; SOARES, A. M.; RODRIGUES, V. M.; OLIVEIRA, F.;
FRANSHECHI, A. M.; RUCAVADO, A.; GIGLIO, J. R.; HOMSI-
BRANDEBURGO, M. I. Neutralization of proteases from Bothrops snake
venoms by the aqueous extract from Casearia sylvestris (Flacourtiaceae).
Toxicon, v. 39, n. 12, p. 1863-1869, 2001.

BROADHURST, P. L. Determinants of emotionality in the rat. I. Situational
factors. British journal of psychology, v. 48, n. 1, p. 1-12, 1957.

BROWN, M.; FARQUHAR-SMITH, P. Pain in cancer survivors; filling in the
gaps. British Journal of Anaesthesia, v. 119, n. 4, p. 723-736, 2017.

CALAS, T.; WILKIN, M.; OLIPHANT, C. M. Naloxone: An opportunity for
another chance. The Journal for Nurse Practitioners, v. 12, n. 3, p. 154-160,
2016.

CAMPOS, E. P.; TROMBINI, L. N.; RODRIGUES, R.; PORTELLA, D. L,;
WERNER, A. C.; FERRAZ, M. C.; OLIVEIRA, R. V.; COGO, J. C.; OSHIMA-
FRANCO, Y.; ARANHA, N.; GERENUTTI, M. Healing activity of Casearia
sylvestris Sw. in second-degree scald burns in rodents. BMC Research Notes,
v. 8, n. 269, p. 1-8, 2015.

CARLINI, E.A., BURGOS, V. Screening farmacolégico de ansioliticos:
metodologia laboratorial e comparacédo entre o diazepam e o clorobenzapam.
Revista da Associacao Brasileira de Psiquiatria, v. 1, p. 25-31, 1979.

CAVALCANTE, W. L.; CAMPOS, T. O.; DAL PAI-SILVA, M.; PEREIRA, P. S,;
OLIVEIRA, C. Z.; SOARES, A. M.; GALLACCI, M. Neutralization of snake
venom phospholipase A2 toxins by aqueous extract of Casearia sylvestris
(Flacourtiaceae) in mouse neuromuscular preparation. Journal of
Ethnopharmacology, v. 112, n. 3, p. 490-497, 2007.

CAVENAGO, B. C.; DEL CARPIO-PEROCHENA, A. E.; ORDINOLA-ZAPATA,
R.; ESTRELA, C.; GARLET, G. P.; TANOMARU-FILHO, M.; WECKWERTH, P.
H.; ANDRADE, F. B.; DUARTE, M. A. H. Effect of Using Different Vehicles on
the Physicochemical, Antimicrobial, and Biological Properties of White Mineral
Trioxide Aggregate. Journal of Endodontia, v. 43, n. 5, p. 779-786, 2017.

CHAPLAN, S. R.; BACH, F. W.; POGREL, J. W.; CHUNG, J. M.; YAKSH, T. L.
Quantitative assessment of tactile allodynia in the rat paw. Journal of
Neuroscience Methods, v. 53, n. 1, p. 55-63, 1994.

COLLIER, H. O. J., DINNEEN, L. C., JOHNSON, C., SCHNEIDER, C. The
abdominal constriction responde and its suppression by analgesic drugs in the
mouse. British journal of Pharmacology and Chemotherapy, v. 32, n. 2, p.
295-310, 1968.



165

DEMAIN, A. L.; VAISHNAYV, P. Natural products for cancer chemotherapy.
Microbial Biotechnology, v. 4, n. 6, p. 687-699, 2011.

DUARTE, J. D. G.; NAKAMURA, M.; FERREIRA, S. H. Participation of the
sympathetic system in acetic acid induced writhing in mice. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, v. 21, n. 2, p. 341-343, 1988.

DUBUISSON, D.; DENNIS, S. G. Formalin Test - Quantitative Study of
Analgesic Effects of Morphine, Meperidine, and Brain-Stem Stimulation in Rats
and Cats. Pain, v. 4, n. 2, p.161-174, 1977.

ESPINOSA, J.; MEDEIROS, L. F.; SOUZA, A.; GUNTZEL, A. R. C.; RUCKER,
B.; CASALI E. A,; ETHUR, E. M.; WINK, M. R.; TORRES, I. L. S. Ethanolic
extract of Casearia sylvestris SW exhibits in vitro antioxidant and antimicrobial
activities and in vivo hypolipidemic effect in rats. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 17, n. 2, 2015.

ESTEVES, |.; SOUZA, I. R.; RODRIGUES, M.; CARDOSO, L. G.; SANTOS, L.
S.; SERTIE, J. A.; PERAZZO, F. F.; LIMA, L. M.; SCHNEEDORF, J. M.;
BASTOS, J. K.; CARVALHO, J. C. Gastric antiulcer and anti-inflammatory
activities of the essential oil from Casearia sylvestris Sw. Journal of
Ethnopharmacology, v. 101, n. 1-3, p. 191-196, 2005.

FALLON, M. T. Neuropathic pain in cancer. British Journal of Anaesthesia, v.
111, n.1, p. 105-111, 2013.

FERRARI, L. F.; ARALDI, D.; BOGEN, O.; GREEN, P. G.; LEVINE, J. D.
Systemic morphine produces dose-dependent nociceptor-mediated biphasic
changes in nociceptive threshold and neuroplasticity. Neuroscience, v. 398, n.
1, p. 64-75, 2019.

FERREIRA, S.H. A new method for measuring variations of rat paw volume.
Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 31, n. 9, p. 648, 1979.

FERREIRA, P. M. P.; BEZERRA, D. P.; SILVA, J. N.; COSTA, M. P.;
FERREIRA. J. R. O.; ALENCAR, N. M. N.; FIGUEIREDO, I. S. T;
CAVALHEIRO, A. J.; MACHADO, C. M. L.; CHAMMAS, R.; ALVES, A. P. N. N.;
MORAES, M. O.; PESSOA, C. Preclinical anticancer effectiveness of a fraction
from Casearia sylvestris and its component Casearin X: in vivo and ex vivo
methods and microscopy examinations. Journal of Ethnopharmacology, v.
186, p. 270-279, 2016.

FISCHER, M.; CARLI, G.; RABOISSON, P.; REEH, P. The interphase of the
formalin test. Pain, v. 155, n. 3, p. 511-521, 2014.

GAMBETA, E.; KOPRUSZINSKI, C. M.; REIS, R. C.; ZANOVELI, J. M;;
CHICHORRO, J. G. Evaluation of heat hyperalgesia and anxiety like-behaviors
in a rat model of orofacial cancer. Neuroscience Letters, v. 21, pp. 100-105,
2016.



166

GOUVEIA, D. N.; COSTA, J. S.; OLIVEIRA, M. A.; RABELO, T. K.; SILVA, A.
M. O. E.; CARVALHO, A. A.; SANTOS, R. M.; SANTOS, S. L.; SCOTTI, L.;
SCOTTI, M. T.; SANTOS, M. R. V. D.; QUINTANS-JUNIOR, L. J.;
ALBUQUERQUE JUNIOR, R. L. C.; GUIMARAES, A. G. o-Terpineol reduces
cancer pain via modulation of oxidative stress and inhibition of INOS.
Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 105, n. 1, p. 652-661, 2018.

GUIMARAES, A. G.; SCOTTI, L.; SCOTTI, M. T.; MENDONCA JUNIOR, F. J.
B.; MELO, N. S. R.; ALVES, R. S.; DE LUCCA JUNIOR, W.; BEZERRA, D. P;
GELAIN, D. P.; QUINTANS JUNIOR, L. J. Evidence for the involvement of
descending pain-inhibitory mechanisms in the attenuation of cancer pain by
carvacrol aided through a docking study. Life Sciences, v. 116, n. 1, p. 8-15,
2014.

GUIMARAES, A. G.; OLIVEIRA, M. A.; ALVES, R. D. S.; MENEZES, P. D. P.;
SERAFINI, M. R.; ARAUJO, A. A. S.; BEZERRA, D. P.; QUINTANS, L. J.
Encapsulation of carvacrol, a monoterpene present in the essential oil of
oregano, with B-cyclodextrin, improves the pharmacological response on cancer
pain experimental protocols. Chemico-Biological Interactions, v. 227, n. 1, p.
69-76, 2015.

HASSANPOUR, S. H.; DEHGHANI, M. Review of cancer from perspective of
molecular, Journal of Cancer Research and Practice, v. 4, n. 4, p. 127-129,
2017.

HEGEN, M.; KEITH, J. C. J. R.; COLLINS, M.; NICKERSON-NUTTER, C. L.
Utility of animal models for identification of potential therapeutics for rheumatoid
arthritis. Annals of the Rheumatic Diseases, v. 67, n. 11, p. 1505-1515, 2008.

HIRSCHMANN, G. S.; ARIAS, A. R. A survey of medicinal plants of Minas
Gerais. Brazil. Journal of Ethnopharmacology, v. 29, n. 2, p. 159-172, 1990.

HUNSKAAR, S.; FASMER, O.B.; HOLE, K. Formalin test in mice, a useful
technique for evaluating mild analgesics. Journal of Neuroscience Methods,
v.14,n. 1, p. 69-76, 1985.

HUNSKAAR, S.; BERGE, O. G.; HOLE, K. Formalin test in mice, a useful
technique for evaluating mild analgesics. Journal of Neuroscience Methods,
v.14,n. 1, p. 69-76, 1987a.

HUNSKAAR S.; HOLE K. The formalin test in mice: dissociation between
inflammatory and non-inflammatory pain. Pain, v. 30, n. 1, p. 103-114, 1987.

ISLAM, M. T.; SILVA, C. B.; ALENCAR, M. V.; PAZ, M. F.; ALMEIDA, F. R;;
MELO-CAVALCANTE, A. A. Diterpenes: Advances in Neurobiological Drug
Research. Phytotherapy Research, v. 30, n. 6, p. 915-928, 2016.

JONGEN, J. L.; HUIJSMAN, M. L.; JESSURUN, J.; OGENIO, K.; SCHIPPER,
D.; VERKOUTEREN, D. R.; MOORMAN, P. W.; VAN DER RIJT, C. C,;



167

VISSERS, K. C. The evidence for pharmacologic treatment of neuropathic
cancer pain: beneficial and adverse effects. Journal of Pain and Symptom
Management, v. 46, n. 4, p. 581-590, 2013.

LAPA, A. J.; SOUCCAR, C.; LIMA-LANDMAN, M. T. R.; CASTRO, M. S.; LIMA,
T. C. M. Métodos de avaliacdo da atividade farmacolégica de plantas
medicinais. Florianopolis: Lagoa, 2003. 119p.

LESTER, P.; GAYNOR, J. S. Management of cancer pain. The Veterinary
Clinics of North America. Small Animal Practice, v. 30, n. 4, p. 951-966,
2000.

LITTLE, E. L, WADSWORTH, F. L. Common trees of Puerto Rico and Virgin
Islands. Washington: Department of Agriculture, 1964, 548 p.

LOZANO-ONDOUA, A. N.; SYMONS-LIGUORI, A. M.; VANDERAH, T. W.
Cancer-induced bone pain: Mechanisms and models. Neuroscience Letters, v.
557, n. A, p. 52-59, 2013.

LU, W.; ROSENTHAL, D.S. Oncology Acupuncture for Chronic Pain in Cancer
Survivors: A Reflection on the American Society of Clinical Oncology Chronic
Pain Guideline. Hematology/Oncology Clinics of North America, v. 32, n. 3,
p. 519-533, 2018.

MANCHIKANTI, L.; MANCHIKANTI, K. N.; KAYE, A. D.; KAYE, A. M.; HIRSCH,
J. A. Challenges and concerns of persistent opioid use in cancer patients.
Expert Review of Anticancer Therapy, v. 14, p. 1-14, 2018.

MATTOS, E. S.; FREDERICO, M. J.; COLLE, T. D.; PIERI, D. V.; PETERS, R.
R.; PIOVEZAN, A. P. Evaluation of antinociceptive activity of Casearia sylvestris
and possible mechanism of action. Journal of Ethnopharmacology, v. 112,
n.1-6, p. 1-6, 2007.

MCCURDY, C. R.; SCULLY, S. S. Analgesic substances derived from natural
products (natureceuticals). Life Sciences, v. 78, n. 5, p. 476-484, 2005.

MEHANNA, M. M.; DOMIATI, S.; NAKKASH, CHMAISSE, H.; EL MALLAH, A.
Antinociceptive effect of tadalafil in various pain models: Involvement of opioid
receptors and nitric oxide cyclic GMP pathway. Toxicology and Applied
Pharmacology, v. 352, n. 1, p. 170-175, 2018.

MELZACK, R.; WALL, P. D. Pain mechanisms: a new theory. Science, v. 150,
n. 3699, p. 971-979, 1965.

MOORE, P. K.; WALLACE, P.; GAFFEN, Z.; HART, S. L.; BABBEDGE, R. C.
Characterization of the novel nitric oxide synthase inhibitor 7-nitro indazole and
related indazoles: antinociceptive and cardiovascular effects. British Journal
of Pharmacology, v. 110, n. 1, p. 219-224, 1993.



168

NASER, P. V.; KUNER, R. Molecular, cellular and circuit basis of cholinergic
modulation of pain. Neuroscience, v. 17, p. 1-14, 2017.

PASSOS, F. F.; LOPES, E. M.; ARAUJO, J. M.; SOUSA, D. P.; VERAS, L. M;
LEITE, J. R.; ALMEIDA, F. R. Involvement of cholinergic and opioid system in y-
terpinene-mediated antinociception. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, v. 2015, p. 1-9, 2015.

PEREIRA, F. G.; MARQUETE, R.; DOMINGOS, L. T.; ROCHA, M. E. N.;
FERREIRA-PEREIRA, A.; MANSUR, E.; MOREIRA, D. L. Antifungal activities
of the essential oil and its fractions rich in sesquiterpenes from leaves of
Casearia sylvestris Sw. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 89, n.
4, p. 2817-2824, 2017.

LI, K.; LIN, T.; CAO, Y.; LIGHT, A. R.; FU, K. Y. Peripheral formalin injury
induces 2 stages of microglial activation in the spinal cord. The Journal of
Pain, v. 11, n. 11, p. 1056-1065, 2010.

PIOVEZAN, A. P.; BATISTI, A. P.; BENEVIDES, M. L. A. C. S.; TURNES, B. L.;
MARTINS, D. F.; KANIS, L.; DUARTE, E. C. W.; CAVALHEIRO, A. J.; BUENO,
P. C. P.; SEED, M. P.; NORLING, L. V.; COOPER, D.; HEADLAND, S.;
SOUZA, P. R. P. S.; PERRETTI, M. Hydroalcoholic crude extract of Casearia
sylvestris Sw. reduces chronic post-ischemic pain by activation of pro-resolving
pathways. Journal of Ethnopharmacology, v. 204, p. 179-188, 2017.

REIS, F. J.; ROCHA, N. P. Efeito analgésico de longa duracéo da dipirona
sobre a hiperalgesia persistente induzida pela constricdo do nervo ciatico em
ratos: participacdo do oxido nitrico. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 42, n. 4, p. 514-522, 2006.

REN, K.; TORRES, R. Role of interleukin-1beta during pain and inflammation.
Brain Research Reviews, v. 60, n. 1, p. 57-64, 2009.

ROCHA, F. A. C.; ROCHA, J. C. S.; PEIXOTO, M. E.B.; JANCAR, S.; CUNHA,
F. Q.; RIBEIRO, R. A. Efeito de inibidores da sintase de 6xido nitrico na dor
inflamatoria articular e influxo celular da artrite induzida por zymosan em ratos.
Revista Brasileira de Reumatologia. v. 43, n. 4, p. 206-217, 2003.

ROSLAND, J. H.; TIGLSEN, A.; MAEHLE, B.; HOLE, K. The formalin test in
mice: effect of formalin concentration. Pain, v. 42, n. 2, p. 235-242, 1990a.

ROSLAND, J. H.; HUNSKAAR, S.; HOLE, K. Diazepam attenuates morphine
antinociception test-dependently in mice. Pharmacology & Toxicology, v. 66,
n. 5, p. 382-386, 1990b.

RUPPELT, B. M.; PEREIRA, E. F. R.; GONCALVES, L. C.; PEREIRA, N. A.
Pharmaceutical screening of plants recommended by folk medicine as anti-
shake venom —I. Analgesic and anti-inflammatory activities. Memaérias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 86, n. 2, p. 203—-205, 1991.



169

SANTOS, A. G.; FERREIRA, P. M. P; VIEIRA JUNIOR, G. M.; PEREZ, C. C.;
GOMES TININIS, A.; SILVA, G. H.; BOLZANI, V. S.; COSTA-LOTUFO, L. V.;
PESSOA, C. O.; CAVALHEIRO, A. J. Casearin X, its degradation product and
other clerodane diterpenes from leaves of Casearia sylvestris: evaluation of
cytotoxicity against normal and tumor human cells. Chemistry & Biodiversity,
v.7,n.1, p. 205-215, 2010.

SANTOS, P. L.; BRITO, R. G.; MATOS, J. P. S. C. F.; QUINTANS, J. S. S;
QUINTANS-JUNIOR, L. J. Fos protein as a marker of neuronal activity: a useful
tool in the study of the mechanism of action of natural products with analgesic
activity. Molecular Neurobiology, v. 55, n. 6, p. 4560-4579, 2018.

SANTOS, W. B. R.; MELO, M. A. O.; ALVES, R. S.; BRITO, R. G.; RABELO, T.
K.; PRADO, L. S.; SILVA, V. K. S.; BEZERRA, D. P.; MENEZES-FILHO, J. E.
R.; SOUZA, D. S.; VASCONCELOS, C. M. L.; SCOTTI, L.; SCOTTI, M. T.;
LUCCA JUNIOR, W.; QUINTANS-JUNIOR, L. J.; GUIMARAES, A. G. p-
Cymene attenuates cancer pain via inhibitory pathways and modulation of
calcium currents. Phytomedicine, In Press, n. 152836, p. 1-33, 2019.

SAUERSTEIN, K.; LIEBELT, J.; NAMER, B.; SCHMIDT, R.; RUKWIED, R.;
SCHMELZ, M. Low-frequency stimulation of silent nociceptors induces
secondary mechanical hyperalgesia in human skin. Neuroscience, v. 387, n. 1,
p. 4-12, 2018.

SCHABEL, F.; GRISWOLD JR, D. P.; LASTER, W. R.; CORBETT, T. H.;
LLOYD, H. H. Quantitative evaluation of anticancer agent activity in
experimental animals. Pharmacology & Therapeutics, v. 1, n. 4, p. 411 - 435,
1977.

SHARMA, A.; MAGOTRA, A.; DOGRA, A.; RATH, S. K.; RAYEES, S.; WAZIR,
P.; SHARMA, S.; SANGWAN, P. L.; SINGH, S.; SINGH, G.; NANDI, U.
Pharmacokinetics, pharmacodynamics and safety profiling of 1IS01957, a
preclinical candidate possessing dual activity against inflammation and
nociception. Regulatory Toxicology and Pharmacology, v. 91, p. 216-225,
2017.

SHIN, D. J.; JEONG, C. W.; LEE, S. H.; YOON, M. H. Receptors involved in the
antinociception of intrathecal melatonin in formalin test of rats. Neuroscience
Letters, v. 494, n. 3, p. 207-210, 2011.

SILVA, J. C.; SARAIVA, S. R. G. L.; OLIVEIRA JUNIOR, R. G.; ALMEIDA, J. R.
G. S. Modelos experimentais para avaliagdo da atividade antinociceptiva de
produtos naturais: uma revisao. Revista Brasileira de Farmacia, v. 94, n. 1, p.
18-23, 2013.

SOUZA, M. V. N. Novos produtos naturais capazes de atuar na estabilizagao
de microtubulos, um importante alvo no combate ao cancer. Quimica Nova, v.
27,n. 2, p. 308-312, 2004.



170

SOWEMIMO, A.; ONAKQY, M.; FAGEYINBO, M. S.; FADOJU, T. Studies on
the anti-inflammatory and anti-nociceptive properties of Blepharis
maderaspatensis leaves. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 23, n. 5, p.
830-835, 2013.

TAMADDONFARD, E.; ERFANPARAST, A.; FARSHID, A. A.; DELKHOSH-
KASMAIE, F. Role of ventrolateral orbital cortex muscarinic and nicotinic
receptors in modulation of capsaicin-induced orofacial pain-related behaviors in
rats. European Journal of Pharmacology, v. 815, p. 399-404, 2017.

TAGUCHI, K.; KATO, M.; KIKUTA, J.; ABE, K.; CHIKUMA, T.; UTSUNOMIYA,
I.; MIYATAKE, T. The Effects of Morphine-Induced Increases in Extracellular
Acetylcholine Levels in the Rostral Ventrolateral Medulla of Rat. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 289, n. 3, p. 1539-1544,
1999.

THOMSON, L.; RAIT, K.; MILLER, L. Opioids in the management of persistent
non-cancer pain. Anaesthesia & Intensive Care Medicine, v. 17, n. 11, p.
552-554, 2016.

TJDLSEN, A.; BERGE, O. G.; HUNSKAAR, S.; ROSLAND, J. H.; HOLE, K. The
formalin test: an evaluation of the method. Pain, v. 51, n. 1, p. 5-17, 1992.

TORRES, R, B., YAMAMOTO, K. 1986. Taxonomia das espécies de Casearia
Jacqg. (Flacourtiaceae) do estado de S&o Paulo. Revista Brasileira de
Botancia, v. 9, p.239-258, 1986.

VANDER WEND, C.; MARGOLIN, S. Analgesic tests based upon
experimentally induced acute abdominal pain in rats. Federation
Proceedings, v.15, 1956, 494p.

VIARO, F.; NOBRE, F.; EVORA, P. R. B. Expression of Nitric Oxide Synthases
in the Pathophysiology of Cardiovascular Diseases. Arquivos Brasileiros de
Cardiologia, v. 74, n. 4, p. 380-393, 2000.

WANG, W.; ZHAO, J.; WANG, Y. H.; SMILLIE, T. A; LI, X. C.; KHAN, I. A.
Diterpenoids from Casearia sylvestris. Planta Medica, v. 75, n. 13, p. 436-441,
20009.

WANG, T. C.; WANG, J.; XU, X.; MA, J. L.; WANG, X. F. Tonic modulation of
nociceptive behavior and allodynia by cannabinoid receptors in formalin test in
rats. The Chinese Journal of Physiology, v. 58, n. 1, p. 72-78, 2015.

YARDEN, Y.; CALDES, C. Basic cancer research: why it is essentiel for the
future of cancer therapy. Bulletin du Cancer, v. 101, n. 9, p. E25-E26, 2014.

ZHOU, Y. Q.; LIU, D. Q.; CHEN, S. P.; SUN, J.; ZHOU, X. R.; RITTNER, H.;
MEI, W.; TIAN, Y. K.; ZHANG, H. X.; CHEN, F.; YE, D. W. Reactive oxygen
species scavengers ameliorate mechanical allodynia in a rat model of cancer-
induced bone pain. Redox Biology, v. 14, n. 1, p. 391-397, 2018.



171

CONSIDERAGOES FINAIS




172

CONSIDERACOES FINAIS

oA Fracdo com Casearinas (FC) e 0 seu constituinte majoritario isolado
Casearina X (Cas X) se mostraram eficientes contra a linhagem tumoral murina
Sarcoma 180 (S-180), quando administrados por via intraperitoneal e oral, e
observacdes bioquimicas por citometria de fluxo sugerem que a fracdo cause
morte celular por necroptose;

¢ Ressalta-se também a significativa acao antiproliferativa da FC frente as
linhagens tumorais de origem humana - carcinoma do colén e glioblastoma - no
ensaio Hollow Fiber Assay e pronunciada reducdo de tumores em modelo
xenogréafico de tumor intestinal sem alteracdes significativas em 6rgaos-chave
e em parametros hematolégicos;

e A FC reduziu as contor¢des abdominais induzidas por &cido acético e o
tempo de lambedura de pata no teste de formalina em ambas as fases
neurogénica e inflamatoria;

e A acdo antinociceptiva da FC foi revertida e, portanto, € dependente,
pelo menos, parcialmente dos sistemas opioide, colinérgico, gabaérgico e
nitrérgico, e quando associada a inibidores de canais de K', a acdo
antinociceptiva da fracao foi intensificada;

e A fracdo também demonstrou inibicdo da alodinia mecanica em
camundongos portadores do tumor S-180 na regido intraplantar sem alteracdes
em parametros comportamentais e motores, indicando que a fracdo tenha
acdo, principalmente, periférica, mas associada a inibicdo tardia da liberacdo
ou da acdo de mediadores neuroquimicos ou inflamatérios ao nivel central na
medula espinhal.

Todos esses achados enfatizam a importancia farmacolégica de
compostos diterpénicos e reafirmam o papel etnofarmacolégico e as grandes
possibilidades terapéuticas que a planta Casearia sylvestris Swartz possui para

o desenvolvimento de medicamentos com atividade anticancer e analgésica.
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ANEXO A - Comprovante de registro para coleta da Casearia sylvestris no
Sistema de Autorizacao e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material boténico, fingico e microbiolégico

Numero: 33429-1 | Data da Emissao: 28/03/2012 23:00 j
Dados do titular
[ Nome: Paula Caroiina Pires Bueno [ cpr: 218.580.028-77 |

Ressalvas

1 | As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territdrio nacional, que imp o to de h e
materiais, tendo por objeto coletar dados, iais, espéci iologicos e mmeuls pogas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de e técnicas que se i ao estudo, a difusdo ou a pesqulsa ‘sslﬁo sujeitas a aulonza;au do ansténo de Ciéncia e Tecnologia.

2 | A autorizag3io ndo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras nnuéndas‘como flydop rk 0, p ou dor quando as ativid
forem realizadas em iru de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacéa federal cujo p de regularizagdo fundiari e em curso;
Il) da i i ida, ouvido o 6rg&o indigenista oficial, quandoas ivid de pesquisa forem das em terra indigena; Ill) do Conselho de
Defesa Nacional, quando as ativi dep forem ‘_ em avel & seg ional; IV) da idad! itima, quando as
de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionai il v;do jonal da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a exploragio de
depdsitos fossiliferos ou a extragdo de espécimes fosseis; vlj‘do\&gh gaﬂor da unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

3 | O material biologi letado devera ser utilizado para ; aﬂvldadu $ cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

4| ario a obtencdo de i i em outros: mentos legais, bem como de consentimento do responsavel pela drea, pdblica ou privada, onde sera

realizada a atividade e )

5 | Este documento nao abrange a coleta de vegetais hidrobios, tendo em vista que o Decreto-Lei n® 221/1967 e o Art. 36 da Lei n° 9.605/1998 estabelecem a
idade de 3o de izagdo para coleta de vegetai: dbios para fins ci

6 | A autorizagdo para envio ao exterior de material bioldgico ndo consignado deveré ser requerida por meio do enderego eletrdnico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -

Licenca para importagdo ou exportagio de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu

P

Exportacdo.

7 | Este documento néo é valido para: a) coleta ou de espécies que nas listas oficiais de espéci de extingdo; b) i ou envio
de material bioldgico ao exterior; e c) realizag3o de pesquisa em unidade de conservagdo federal ou em cavema.

8 |Este néo di o i da legislagdo que dispde sobre acesso a do patriménio genéti i no territdri i na

plataforma continental e na zona omi iva, ou ao i i i ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
i doe i ico. Veja maiores em www.mma.gov.bricgen.

Téxons registrados
Nivel taxondmico Taxon(s)
ESPECIE Casearia spp.

Este documento (Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa
Nn°154/2007. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio
da pégina do Sisbio/ICMBio na Intemnet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 42212383 MII”I“MHI”
I

[ Pégina 1/1 |
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ANEXO B - Certificado de aprovagdo do projeto na Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Piaui.

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUi
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS %

Campus Universitario Ministro Pelrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaul, Brasil, CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ulpi.edu.br

o

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Andlises ndo clinicas da atividade
farmacotoxicolGgica e ecotoxicolégica de uma fragdo rica em casearinas em diferentes
modelos in vitro, ex vivo e in vivo', registrada n® 373/17, sob a responsabilidade do Prof. D_r.
PAULO MICHEL PINHEIRO FERREIRA do Departamento Nucleo de Tecnologia
FarmacéuticalCCS/UFPI que envolve a produgdo, manutengao ou utilizagao Qe animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins dé Pesquisa
Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008.
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo C'on§elho N_a_cnonal
de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reunido na presente data
27110/2017.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacao 20/11/2017 a 20/11/2019
Espécie/Linhagem/raga 1.Camundongo heterogénico/ swiss
2.Peixel P. reticulata
3.Rato heterogénicol novergicus
N° de Animais 1. 200
120
25
. 20-30 g/ 2 meses
. 60 dias
. 120-130g/ 3 meses
. Fémeas
. 60 Machos e 60 Fémeas
. Fémeas
Origem Camundongos e ratos-Biotério Central da UFPI
Peixe- Lojas agricolas e/ou de aquarios.

Peso/ Idade

Sexo

OS2 WN

Teresina, L7 de Outubro de 2017.

@ Tlete l|. de Mendonca
S Enca em Expétimentagio Animial:UFPI
Coordenadora
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ANEXO C — Cadastro no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN)

Ministério do Meio Ambiente i
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMOMIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAD DO PATRIMANIO GEMETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADD

Certidao
Cadastro n® AJ3EATA

Declaramos, nos termos do art 41 do Decreto n® 87722016, que o cadastro de acesso ao patrimdnic
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Macional de Gest3o
do Patriménic Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetide ac procedimento administrativo
de verificagic e ndo foi objeto de requermentos admitidos de verficagdo de indicios de imegularidades ocu, caso
tenha sido, o requerimento de verficagdo ndo foi acatado pelo CGen.

Mimero do cadastro: AIIEATA
Usudario: Universidade Federal do Piaui
CPFICHNPJ: 06517 387/0001-34
Objeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acessa:
Pesquisa Cientifica |:| Bioprospecgio D Desenvolvimento Tecnoldgico
Espécie

Casearia sylvestris

Titulo da Atividade: Analises nio clinicas da atividade farmacotoxicologica de uma fragio rica em
casearinas em diferentes modelos experimentais

Equipe

Paulo Michel Pinheire Ferreira
Jurandy do Nascimento Silva
Denise Barbosa Santos

Amanda Freitas Goudinho
Cliudia do O Pessoa

Paula Carclina Pires Bueno
Alberto José Cavalheiro
Vanderlan da Silva Bolzani
Manoel Cdorico de Moraes Filho

Parceiras Macionais

Universidade Federal do Piaui

Universidade Federal do Piaui

Universidade Federal do Piaui

Universidade Federal do Piaui

Universidade Federal do Ceara

Universidade Estadual Paulista "Julic de Mesquita Filho"
Universidade Estadual Paulista "Julic de Mesquita Filho™
Universidade Estadual Paulista "Julic de Mesquita Filho"
Universidade Federal do Ceara

48.031.918/0006-39 | UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Resultados Obtidos

Divulgagio de resultados em meios cientificos ou de comunicagio

Identificagio do meio cnde foi
divulgadao:

Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, Jow

Data do Cadastro: 030212018 09:32:30 E E
Situagdo do Cadastro: Concluido ]

Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético

Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 9:08 de 250772018,
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APENDICE A - Artigo publicado no Journal of Ethnopharmacology.

“Preclinical anticancer effectiveness of a fraction from Casearia sylvestris and its component Casearin
X: in vivo and ex vivo methods and microscopy examinations”. Autores: Paulo Michel Pinheiro
Ferreira; Daniel Pereira Bezerra; Jurandy do Nascimento Silva; Marcilia Pinheiro da Costa; José
Roberto de Oliveira Ferreira; Nylane Maria Nunes Alencar; Ingrid Samantha Tavares de Figueiredo;
Alberto José Cavalheiro; Camila Maria Longo Machado; Roger Chammas; Ana Paula Negreiros
Nunes Alves; Manoel Odorico de Moraes; Claudia Pessoa.



Journal of Ethnopharmacology 186 (2016) 270-279
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journal homepage: www.elsevier.com/locate/jep
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Casearia sylvestris (Salicaceae) is found in South America and presents
antiulcerogenic, cytotoxic, antimicrobial, anti-inflammatory and antihypertensive activities.
Aim of the study: To assess the in vivo and ex vivo antitumor action of a fraction with casearins (FC) and its
main component - Casearin X-isolated from C. sylvestris leaves.
Materials and methods: Firstly, Sarcoma 180 bearing Swiss mice were treated with FC and Cas X for
7 days. Secondly, BALB/c nude animals received hollow fibers with colon carcinoma (HCT-116) or glio-
blastoma (SF-295) cells and were treated with FC for 4 days. On 5th day, proliferation was determined by
MTT assay.
Results: FC 10 and 25 mg/kg/day i.p. and 50 mg/kg/day oral and Cas X 25 mg/kg/day i.p. and 50 mg/kg/
day oral revealed tumor growth inhibition rates of 35.8, 86.2, 53.7, 90.0 and 65.5% and such tumors
demonstrated rare mitoses and coagulation necrosis areas. Similarly, FC reduced multiplying of HCT-116
and SF-295 cells when evaluated by the Hollow Fiber Assay (2.5 and 5 mg/kg/day i.p. and 25 and 50 mg/
kg/day oral), with cell growth inhibition rates ranging from 33.3 to 67.4% (p < 0.05). Flow cytometry
experiments revealed that FC reduced membrane integrity and induced DNA fragmentation and mi-
tochondrial depolarization (p < 0.05).
Conclusions: FC and Cas X were efficient antitumor substances against murine and human cancer cells
and caused reversible morphological changes in liver, kidneys and spleens, emphasizing clerodane di-
terpenes as an emerging class of anticancer molecules.

© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

* Corresponding author at: Laboratory in Experimental Cancerology, Department
of Biophysics and Physiology, Federal University of Piaui, Teresina, Brazil.
E-mail address: pmpf@ufpi.edu.br (P.M.P. Ferreira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2016.04.011

1. Introduction

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) is a plant widely dis-
tributed in Brazil and known as “guacatonga” , “café silvestre“ and
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“cafezinho do mato”. Ethanolic extracts of the leaves and their
essential oils have antiulcerogenic activity and reduce gastric vo-
lume without altering the stomach pH, which corroborates their
use in gastrointestinal disorders (Aboin et al., 1987; Basile et al.,
1990; Esteves et al., 2005) and water extracts show phospholipase
A, inhibitory activity that prevents damage effects on the mus-
cular tissue after toxin inoculation (Borges et al., 2000, 2001; Ca-
valcante et al., 2007; Da Silva et al., 2008a).

Casearia sylvestris presents antimicrobial action against patho-
gens as fungi and bacteria, which explains its traditional use to
treat wounds, skin ulcerations, diarrhea, flu and chest colds by the
Brazilian Karaja Indian tribe and natives from the Shipibo-Conibo
tribe (Peru) (Carvalho et al., 1998; Oberlies et al., 2002; Mosaddick
et al,, 2004; Da Silva et al,, 2008b). Moreover, the antioxidant
potential of distinct Casearia species was also shown by radical
scavenging in vitro and in vivo assays. Among all bioactive com-
pounds found in the ethanolic extract, the therapeutic effects of
essential oils have been attributed to the biciclogermacrene, a
sesquiterpene with anti-inflammatory activity (Menezes et al.,
2004; Mosaddick et al., 2004; Aradjo et al., 2015). Methanolic
extracts obtained from C. sylvestris leaves reduced serum lipids
and oxidative stress when orally administered in Swiss mice,
prevented arterial thickening induced by high fat diet and di-
minished in vitro platelet aggregation (Brant et al., 2014).

Pharmacological properties of C. sylvestris are mainly attributed
to the clerodane diterpenes, secondary metabolites derived from
isoprene units especially found in the leaves (Itokawa et al., 1990;
Santos et al., 2010; Ferreira et al., 2011a, 2014). Based on these
extensive ethnopharmacological uses, this article analyzed the
in vivo and ex vivo antitumor action of an ethanolic fraction with
casearins (FC) and its main component - Casearin X-isolated from
C. sylvestris leaves in murine and human tumor models.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals, isolation of the compound and structure
identification

Leaves of C. sylvestris were collected at Parque Estadual Carlos
Botelho (Sao Miguel Arcanjo, Sdo Paulo State) by researches of the
Chemistry Institute of the S3o Paulo State University. Voucher
specimens (AGS04, AGS05, AGS06, AGS13 and AGS19) were de-
posited at the Herbarium Maria Eneida P. Kaufmann of the Bota-
nical Institute of Sdo Paulo, Brazil. The ethanolic extract from the
leaves and its fraction were obtained as described in Santos et al.
(2010). Briefly, the extract was fractionated through a solid phase
extraction using activated charcoal/silica gel 60-200 um (1:1, m/
m) as stationary phase and hexane/ethyl acetate (95:5, v/v), ethyl
acetate and methanol as the mobile phase, providing three frac-
tions, respectively. The second fraction obtained is named fraction
with casearins (FC).

Clerodane diterpenes were identified at Ntcleo de Bioensaios,
Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais - NuBBE, Institute
of Chemistry, UNESP (Araraquara, Sdo Paulo, Brazil) using high
performance liquid chromatography (HPLC-DAD) as described in
Claudino et al. (2013) and nuclear magnetic resonance considering
literature data (Itokawa et al., 1990; Santos et al., 2010). These
analysis displayed that FC presents 56.5% (mg/g) of the fraction,
with Caseargrewiin F (Cas F) and Casearin X (Cas X, Fig. 1) being
the majority molecules (9.9% and 14.2%, respectively) (Ferreira
et al,, 2014).

Fetal calf serum was purchased from Cultilab® (Campinas, SP),
RPMI 1640 medium, trypsin-EDTA, penicillin and streptomycin
were purchased from GIBCO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
5-fluoruracil (5FU), propidium iodide (PI), ethidium bromide and
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Fig. 1. Structure of Casearin X isolated from leaves of Casearia sylvestris Swartz
(Salicaceae).

rhodamine 123 was purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
MO, USA) and triton X-100 was purchased from Vetec Quimica
(Rio de Janeiro, Brazil).

2.2. Animals

Adult female Swiss mice (Mus musculus) were obtained from
Universidade Federal do Ceara (UFC), Fortaleza, Cear4, Brazil. They
were kept in well-ventilated cages (Alesco™) under standard
conditions of light (12:12 h light/dark cycle) and temperature
(22 +1 °C) and were housed with free access to commercial ro-
dent stock diet (Nutrilabor, Campinas, Brazil) and water. BALB/c
nude (nu/nu) female mice were obtained from State University of
Sdo Paulo (USP), Faculty of Medicine, Sdo Paulo, Brazil. They were
kept in well-ventilated sterile cages (Tecniplast®, Germain) ac-
cording to all international standards for production and main-
taining of germ free animals. Similarly, they were housed under
day and night cycles and with access to commercial sterile rodent
stock diet and water ad libitum. All procedures were approved by
the Committee on Animal Research at UFC (#102/2007) and they
are in accordance with Brazilian (COBEA - Colégio Brasileiro de
Experimentag¢do Animal) and international guidelines on the care
and use of experimental animals (Directive 2010/63/EU of the
European Parliament and of the Council).

2.3. In vivo antitumor assays

2.3.1. Murine model - Sarcoma 180 tumor

Sarcoma 180 cells were maintained in the peritoneal cavity of
mice. Ten-day-old sarcoma 180 (S180) ascite tumor cells were
removed from the peritoneal cavity, counted and subcutaneously
implanted into the right hind axillary of healthy Swiss animals
(4 x 106 cells/mL). On the next day, they were randomly divided
into six groups (n=10 each) and the substances (FC and Cas X)
dissolved in 4% DMSO were intraperitoneally administered by in-
jection or orally by gavage for 7 days at the doses of 10, 25 or
50 mg/kg/day. Negative and positive controls received 4% DMSO (i.
p. and oral) and 5FU (25 mg/kg/day, i. p.). On the 8th day, only FC-
treated animals were anaesthetized with ketamine (90 mg/kg)-
xylazine (4.5 mg/kg) for blood collection from each animal via
retrorbital plexus (Waynforth, 1980) using sterile tubes and he-
parinize pipettes to determine the profile of circulating peripheral
leukocytes and analyzed at 400x magnification in May-Griinwald-
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Giemsa-stained blood smears (two per animal) to obtain differ-
ential amount of white blood cells (WBC). The absolute count of a
leukocyte subtype was calculated as the product of its respective
differential percentage and total leukocyte count (Biermann et al.,
1999).

Afterwards, all mice were sacrificed by cervical dislocation and
tumors, livers, spleens, kidneys and stomachs were dissected out,
weighed and fixed in 10% formaldehyde for examination of size,
color changes and hemorrhages. The inhibition ratio of tumor
growth (%) was calculated as follows: inhibition ratio (%)=[(A—B)/
A]x100, where A is the average tumor weight in the negative
control, and B is the average for each treated group.

Tumors (from both FC and Cas X-treated groups) and livers,
spleens, kidneys and stomachs (from Cas X-treated groups) were,
subsequently, cut into small pieces to prepare histological Section
(4-7 um) and stained with hematoxylin and eosin (H&E). Histo-
logical analysis was performed under light microscopy.

2.3.2. Human model - Hollow Fiber Assay (HFA)

In this study, cultures of HCT-116 (colon carcinoma) and SF-295
(glioblastoma) were performed in RPMI 1640 medium supple-
mented with 20% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/mL
penincillin and 100 pg/mL streptomycin, at 37 °C with 5% CO,.

The in vivo HFA was carried out according to Hollingshead et al.
(1995). Polyvinylidene fluoride (PVDF) HFs with a 1-mm internal
diameter and a molecular weight cutoff point of 500 kDa were used
(Spectrum Laboratories). The fibers were cut into pieces 12-15 cm
long, washed 2x with sterile distilled water and kept in sterile con-
ditions. Before use, under sterile conditions, the fibers were in-
cubated in complete RPMI with 20% fetal bovine serum (FBS) over-
night (packaging time). Viability of HCT-116 and SF-295 cells was
assessed by trypan blue exclusion assay. A cell suspension of
1 x 107 cell/mL (equivalent to 200,000 cells/20 uL/2 cm of fiber) at
4 °C was injected into the fiber, with the ends thereof immediately
heat-sealed. The fibers were cut into 2 cm each, transferred to petri
plates and incubated in complete RPMI medium during 24 h prior to
implantation in mice. Each line was injected into a fiber of different
colors (HCT-116, yellow fibers; SF-295, blue fibers).

Afterwards, mice were anaesthetized with ketamine (90 mg/
kg) and xylazine (4.5 mg/kg). A small incision was performed in
the neck to permit subcutaneous (s.c.) implantation of two fibers
in the dorsal region. All cuts were closed with surgical stapler. The
treatments started in the following day and lasted four con-
secutive days. For this, mice were divided into six groups (n=7/
group) as follows: negative control (4% DMSO i.p. and oral), posi-
tive control (5-FU, 20 mg/kg/day), FC i.p. (2.5 and 5 mg/kg/day)
and FC oral by gavage (25 and 50 mg/kg/day). On 5th day, fibers
were removed to measure the antiproliferative capacity.

Tumor cell proliferation was quantified using the MTT assay
(Mosmann, 1983). For this purpose, fibers removed from animals
and incubated with 1 mg/mL MTT in 6-well plates during 4 h at
37 °C and 5% CO,. The MTT solution was aspirated, fibers were
washed with saline solution containing protamine 2.5% sulphate
and incubated in protamine solution overnight at 4 °C. Fibers were
cut into 2 or 3 smaller pieces, transferred to 24 well plates, and put
to dry. The formazan was dissolved in DMSO, aliquots (150 pL)
were transferred to 96 well plates and quantification of cell pro-
liferation was spectrophotometrically determined using a multi-
plate reader (DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter). The
antitumoral effect of the substances was quantified as the per-
centage of the control absorbance.

2.4. Analysis by flow cytometry in Sarcoma 180 cells

Once cytotoxicity of the FC and its compounds on S180 and
other murine and cancer human cells was previously shown

(Santos et al., 2010; Ferreira et al.,, 2011, 2014), we decided to
performer biochemical assessments in a primary culture of S180
cells by flow cytometry. Ascite-bearing mice between 7 and 9 days
postinoculation were sacrificed by cervical dislocation and a sus-
pension of S180 cells was harvested from the intraperitoneal
cavity under aseptic conditions. The suspension was centrifuged at
500 x g for 5 min to obtain a cell pellet and washed three times
with RPMI medium. Cell concentration was adjusted to
0.5 x 10° cells/mL in RPMI 1640 medium supplemented with bo-
vine fetal serum and phytohemagglutinin (2%), plated in a 24-well
plate and incubated with increasing concentrations of the FC (0.2,
0.4 and 0.8 pg/mL) for 24 h (Ferreira et al., 2011b). Doxorubicin
was used as positive control (0.3 pg/mL). Subsequently, examina-
tions were performed in a Guava EasyCyte Mine™ cytometry
(Guava Express Plus CytoSoft 4.1 software, Guava Technologies Inc.
Industrial Blvd. Hayward, CA, USA). Five thousand events were
evaluated per experiment and cellular debris was omitted.

2.4.1. Membrane integrity

Cell membrane integrity was evaluated by the exclusion of PI
after 24 h exposure. Briefly, 100 pL of treated and untreated cells
were incubated with PI (50 pg/mL) for 5 min at 37 °C and mem-
brane integrity was determined (Darzynkiewicz et al., 1992).

2.4.2. DNA fragmentation

Briefly, 24 h-treated and untreated cells were incubated at
37 °C for 30 min in the dark in a lysis solution containing 0.1%
citrate, 0.1% triton X-100 and 50 pg/mL PI and fluorescence was
subsequently measured (Ferreira et al., 2014).

2.4.3. Mitochondrial transmembrane potential

It was determined by rhodamine 123, a cell-permeable, ca-
tionic, fluorescent dye readily sequestered by mitochondria with-
out inducing cytotoxic effects. After 24 h of treatment, cells were
washed with PBS and incubated with rhodamine 123 at 37 °C for
15 min in the dark. Cells were incubated again in PBS at 37 °C for
additional 30 min in the dark, and fluorescence was measured
Cury-Boaventura et al., 2003.

2.5. DNA relaxation assay

The inhibitory effects of FC on human DNA topoisomerases (I
and II) were examined using Topo I and Topo II Drug Screening
Kits (TopoGEN, Inc.). Supercoiled plasmid DNA (250 ng) was in-
cubated with human Topo I or II (4 UI) at 37 °C for 30 min in re-
laxation buffer (10 mM Tris buffer pH 7.9, 1 mM EDTA, 0.15 M Nadl,
0.1% BSA, 0.1 mM spermidine and 5% glycerol) in the presence or
absence of FC (0.01, 0.1,1 and 10 pg/mL). Camptothecin (1 pM) and
etoposide (100 pM) were used as positive controls. The reaction
was terminated by the addition of 10% SDS (2 pL) and proteinase K
(50 pg/mL) and incubated at 37 °C for 30 min. The DNA samples
were added to the loading dyes (2 pL) and subjected to electro-
phoresis on a 1% agarose gel for 90 min at room temperature and
stained with ethidium bromide.

2.6. Statistical analysis

In order to determine differences between groups, data (mean
+ S.E.M.) were compared by one-way analysis of variance (ANO-
VA) followed by Student Newman-Keuls test (p <0.05) using
GraphPad Prism® software.
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3. Results
3.1. In vivo activity on Sarcoma 180 tumor

After the administration of the FC or Cas X [intraperitoneally
(10 and 25 mg/kg/day) or orally by gavage (25 and 50 mg/kg/day)]
for 7 consecutive days, mice were sacrificed on the 8th day by
cervical dislocation and dissected out to remove tumor, liver,
spleen, kidneys and stomach. Both substances — FC 10 and 25 mg/
kg/day i.p. and 50 mg/kg/day oral and Cas X 25 mg/kg/day i.p. and
50 mg/kg/day oral — reduced tumor growth (1.3 +0.2, 0.3 +0.1,
11+0.3,0.2 +£0.7 and 0.7 + 0.1 g, respectively) in a significant way
(p < 0.05) when compared to the negative control receiving DMSO
4% (FC: 194+0.2 and 24 +03g; Cas X: 23 +0.2 and 22+ 03 g,
for i.p. and oral administration, respectively) (Table 1). Then, FC 10
and 25 mg/kg/day i.p. and 50 mg/kg/day oral and Cas X 25 mg/kg/
day i.p. and 50 mg/kg/day oral revealed tumor growth inhibition
rates of 358+8.9, 86.2+72, 53.7+109, 90.0+29 and
65.5 4 6.6%. Similarly, the positive control 5-FU also showed tumor
reduction ranging from 52.7 + 5.7 to 83.9 + 2.3% (p < 0.05).

3.1.1. Macroscopic and microscopy examinations

There was a reduction in the weight of animals treated with FC
(24.6+0.8¢g) and Cas X (22.5+0.8 g) at 25 mg/kg/day i.p. (Ta-
ble 1). Alterations in wet relative weight of organs were also seen
in intraperitoneally FC- and Cas X-treated animals. There was a
decreasing of the livers (4.52 + 0.20 g) and spleens (0.26 + 0.06 g)
of animals treated with FC 25 mg/kg/day and similar findings were
seen with spleens (0.44 4+ 0.03 g) of Cas-X treated mice in com-
parison with their respective negative controls (0.51 + 0.03 and
0.65+0.05 g) (p<0.05). 5-FU also strongly reduced spleen re-
lative weights in both experimental protocols (0.22 +0.01 and
0.38 + 0.03 g). On the other hand, oral doses of 50 mg/kg/day in

Table 1
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both FC- and Cas X-treated groups caused increasing of stomachs
(1.02 £ 0.11 and 0.93 + 0.06 g) and FC 50 mg/kg/day also induced
spleen decreasing (0.38 + 0.04 g) (p < 0.05). No deaths were no-
ticed during treatment of Swiss mice with FC or Cas X, though FC-
and Cas X-treated animals at 25 mg/kg/day i.p. showed diarrhea
from the second dose.

Tumors from negative control groups [i.p. and oral 4% DMSO
(Fig. 2A and B, respectively)] and groups treated with FC and Cas X
10 mg/kg/day i.p. and FC and Cas X 25 mg/kg/day oral (Fig. 2D and
F) showed characteristics of malignancy, consisting in round and
polyhedral cells with anisokaryosis, binucleation, common mi-
toses, different degrees of cellular and nuclear pleomorphism, and
large areas of muscle invasion and points of coagulation necrosis.
Analysis of the groups that received 5-FU (Fig. 2C), FC and Cas X
25 mg/kg/day i.p. (Fig. 2E) and 50 mg/kg/day oral (Fig. 2G) showed,
as described above, typical morphology of neoplastic cells, but
they demonstrated rare mitoses and coagulation necrosis areas
were more found.

Organs of the animals from the negative control group did not
show signs of severe liver toxicity, though some points of hydropic
degenation (Fig. 3A) and kidneys with light glomerular and tub-
ular hemorrhage have been found (Fig. 4A). Spleens with visible
follicles and many megakaryocytes were also observed. The sto-
machs showed no hemorrhage streaks, the cardia region had
keratinized squamous covering without changes in the corium and
parietal and zymogen cells and normal mucosa and submucosa
were visualized. On the other hand, investigations showed that
only Cas X 25 mg/kg/day i.p. was able to induce significant histo-
pathological changes in livers, since toxicity was diagnosed by
some points of inflammatory focus, portal and centrilobular vein
congestion and evident strands of hepatocytes (Fig. 3D). Moreover,
a more visible hydropic degenation was found in Cas X-treated
animals with 50 mg/kg/day oral (Fig. 3F).

Effect of a Fraction with Casearins (FC) and of Casearin X (Cas X) extracted from Casearia sylvestris leaves on relative weight of key organs and on tumor growth in Swiss mice

bearing Sarcoma 180 after 7 days of intraperitoneal or oral treatment.

Substance Dose (mg/kg/day) Mice weight (g) g/100g Tumor (g) Tumor inhibition (%)
Liver Kidney Spleen Stomach
Intraperitoneal Control - 380+ 12 531+0.13 140+ 0.04 0.51+0.03 0.67 +0.07 19+0.2 -
5-FU 25 21.5 + 1.0* 4.86 +0.27 128 +0.03 0.22+0.01* 060+0.04 03+0.1* 83.9 +2.3%
FC 10 363 +0.8 4.98 +0.15 137+0.04 048+0.04 0.59+0.09 1.3 +0.2* 35.8 +8.9%
25 24.6 + 0.8 452+0.20 143+0.08 0.26+0.06* 0.61+0.05 03 +0.1* 86.2 +7.2*
Oral Control - 36.2+12 528 +0.18 1.35+0.07 0.53+0.02 0.69+0.04 24403 -
FC 25 350+ 11 522+0.16 1.344+0.05 0.45+0.03 0.83 +£0.04 1.8+03 249 +10.6
50 313+ 15 4.88 +0.22 144 +0.05 0.42+0.03 1.02+0.11*  11+0.3* 53.7 +10.9*
Intraperitoneal Control - 30.0+0.8 5.62 +0.16 147 +0.07 0.65+0.05 0.59 +0.09 23+0.2 -
5-FU 25 22.2+1.0" 5.06 +£0.15 1.51+0.05 038+0.03° 0.50+0.08 1.0+0.1% 52.7 +5.7*%
Cas X 10 309+10 5.58 +£0.27 1584004 0.7140.03 0.63 +£0.05 27+03 -152+13.7
25 22.5+0.8% 4.87+0.31 1.61+0.08 0.44+0.03* 0.62+006 0.2+0.7* 90.0 +2.9%
Oral Control - 28.0+0.7 4.86 + 0.07 1.04+0.02 0.55+0.04 0.66+0.02 22+03 -
Cas X 25 295+12 497 +£0.18 118 +0.03 0.57+0.05 0.64 +0.02 21+03 05+ 121
50 274+ 15 4.53+0.17 1.20+0.08 0.38+0.04* 0.93+0.06° 0.7+0.1 65.5 + 6.6*

Values are means + S.E.M. n=10 animals/group. Negative control was treated with the vehicle used to dilute the drug (4% DMSO). 5-Fluorouracil (5-FU) was used as

positive control.

* p < 0.05 compared with the negative control by ANOVA followed by Newman-Keuls test.
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Fig. 2. Morphology of Sarcoma 180 tumor cells from Swiss mice after 7 days of treatment with a Fraction with Casearins and Casearin X extracted from Casearia sylvestris.
Animals were treated by injection (10 and 25 mg/kg/dia: D and E) or gavage (25 and 50 mg/kg/dia: F and G, respectively). Negative control was treated with the vehicle used
to dilute the substance (4% DMSO i.p. and oral; A and B). 5-Fluorouracil was used as i. p. positive control (C). Hematoxylin-eosin staining. Light microscopy magnification,

400x. Scale bar =50 pum.

Kidneys of treated mice at 25 mg/kg/day i.p. showed macro-
scopically whitish appearance when compared with the negative
control, and microscopically, there was glomerular and tubular
hemorrhage with intense swelling of tubular epithelium and
presence of hyaline cilinders (Fig. 4D). Hemorrhage focus and
hyaline cilinders were also seen in all other groups (Fig. 4). Spleens
of FC and Cas X groups at 25 mg/kg/day i.p. and FC 50 mg/kg/day
oral showed decrease in size of follicles. Stomachs were similar to
the negative control animals and morphological changes in both
FC- and Cas X-orally treated groups were not detected in spite of
the augment in their relative weights.

3.1.2. Profile of the peripheral blood white cells

Swiss mice bearing Sarcoma 180 and treated with FC were also
analyzed regarding to the white blood cells' counting. It was found
a decrease in the total number of leukocytes in the 5-FU group
(2.6 x 10°/puL) due to the reducing of monocytes (0.1 +0.01 x 10°
/L), neutrophils (0.1+0.002 x 10*/uL) and lymphocytes
(2.4 + 0.2 x 10*/pL). On the other hand, there was an increasing of
neutrophils (5.0 + 0.3 x 103/uL) and reduction of lymphocytes
(2.0 4+ 0.1 x 103/pL) in animals intraperitoneally treated with FC
25 mg/kg/day i.p. (Table 2, p <0.05), though no changes was no-
ticed in relation to total number of white blood cells when com-
pared to the control negative (8.8 + 0.6 x 10*/uL) presumably due
to compensation in the overall score (p > 0.05).

3.2. Antiproliferative action on human cancer cells

In order to verify in vivo antitumor potential of FC on human
cancer cells, HFA studies were performed. Then, after removing

fibers, cell proliferation was spectrophotometrically quantified by
MTT assay. As demonstrated in Table 3, FC reduced multiplying of
neoplastic cells in all doses tested (2.5 and 5 mg/kg/day i.p. and 25
and 50 mg/kg/day oral), with inhibition rates of cell growth of
33.3%, 36.7%, 44.9% and 56.9% for SF-295 cells and 47.4%, 45.4%,
51.9% and 67.4% for HCT-116 cells, respectively (p <0.05). One
death was recorded in both i. p. groups and an additional one in
the dose of 50 mg/kg/day oral.

3.3. Biochemical alterations on S180 cells

Outcomes revealed that FC at concentrations of 0.4 and
0.8 pg/mL reduced membrane integrity (63.5 + 1.5 and 11 + 1.8%),
caused DNA fragmentation (19.1 + 1.1 and 48.4 + 1.8%) and in-
duced mitochondrial depolarization (14.0 + 0.5 and 18.3 + 0.3%) in
primary cultures of S180 cells when compared to the negative
control (80.0+0.1, 6.7+ 0.6 and 10.3 + 0.4%), respectively, after
24 h exposure (Fig. 5). Doxorubicin also caused similar changes
(p <0.05).

The bioactivity of FC on topoisomerases I and Il was evaluated
in supercoiled plasmid DNA relaxation experiments. None of the
studied concentrations was capable of altering DNA topology (0.01,
0.1, 1 and 10 pg/mL). On the hand, camptothecin and etoposide,
used as controls, inhibit the activity of topoisomerase I and II,
respectively.

4. Discussion

Cancer is characterized as a collection of almost 200 kinds of
complex diseases with proliferative, mutational, aberrant and
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Fig. 3. Histological analyzes in livers of mice treated with Casearin X isolated from Casearia sylvestris leaves at doses of 10 (C) and 25 mg/kg/day i.p. (D) and 25 (E) and 50 mg/
kg/day oral (F) during 7 days. Negative control (A) received DMSO 4%. 5-Fluorouracil (5-FU) was used as positive control (B). Hematoxylin-eosin staining. Light microscopy

magnification, 400x. Scale bar =50 um.

uncontrolled cell growth nature, wherein cells present in the same
microenvironment, usually spread to adjacent tissues and organs
(metastasize) and regions away from the primary tumor. These
neoplasic properties are often caused by accumulation of muta-
tions in oncogenes and in suppressor and DNA repair genes (Ku-
mar et al., 2004; Grivicich et al., 2007; Hanahan and Weinberg,
2011). The genetic diversity and genomic instability in tumor cells
contribute to the wide phenotypic heterogeneity, complicate
treatment and facilitate the manifestation of resistance(s) and
relapse(s) that can arise at any stage of the cancer development
(Hanahan and Weinberg, 2011; McCubrey et al., 2015). In this
scenario, natural compounds arise as alternative to overcome tu-
mor resistance of aggressive forms of solid tumors, since about
60% of the drugs currently used in cancer chemotherapy has

natural origin, including natural products or substances derived
from natural prototypes, such paclitaxel, docetaxel, vinblastine,
vincristine, vindesine, irinotecan and camptothecin. Then, instead
of the development of chemical synthesis techniques, plant com-
pounds remain essential to the discovery of new anticancer agents
(Cragg and Newman, 2005; Srivastava et al., 2005; Bezerra et al,,
2015; Mongao et al., 2015; Simdes et al., 2015).

In relation to the Casearia sylvestris plant, chemical studies have
isolated clerodane diterpenes, whose molecules displayed re-
markable in vitro and in vivo activity on different histological hu-
man and murine cancer lines, such as Ehrlich, Lewis ascite lung
cancer, S180 cells, leukemias (HL-60, CEM, K-562), colon (HCT,
HCT-8, HCT-116), breast (MDA/MB-231, Hs578-T, MX-1, MCF-7),
melanoma (MDA/MB-435, A2058, B-16/F10, B16F10-Nex2),
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Fig. 4. Histological analyzes in kidneys of mice treated with Casearin X isolated from Casearia sylvestris leaves at doses of 10 (C) and 25 mg/kg/day i.p. (D) and 25 (E) and
50 mg/kg/day oral (F) during 7 days. Negative control (A) received DMSO 4%. 5-Fluorouracil (5-FU) was used as positive control (B). Hematoxylin-eosin staining. Light

microscopy magnification, 400x. Scale bar =50 pm.

prostate (PC-3, DU-145), ovarian (A-2780), lung (LX-1, A-549),
cervical carcinoma (HeLa) and glioblastoma (SF-295) (Itokawa
et al.,, 1990; Morita et al., 1991; Oberlies et al., 2002; Da Silva et al.,
2008c, 2009; Wang et al., 2009; Ferreira et al., 2010; Santos et al.,
2010; Felipe et al., 2014; Bou et al., 2015).

Based on the use of experimental tumors for the identification
of substances with chemoterapeutic potential, the in vivo activity
of the FC and Cas X was firstly assessed using Swiss mice trans-
planted with S180 tumor cells, a murine sarcoma experimental
model extensively applied in the search for natural products with
antitumor action (Itokawa et al., 1990; Bezerra et al., 2008; Ma-
galhdes et al,, 2010; Ferreira et al., 2011b; Militdo et al., 2012).
Regression of tumors in animals, growth reduction of sensitive
tumors and/or increase in life expectancy are factors directly

related to the antineoplastic activity (Schabel, 1977; Da Silva et al.,
2009). Schabel (1977) showed that better results depend on the
treatment procedure, which shall be started within 48 h after tu-
mor transplantation. At this time, tumor cells have already started
the formation of tumor nodules. Based on these findings, the
treatment was performed within 24 h after S180 inoculation. After
7 days of administration, FC and Cas X was capable of causing,
approximately, until 90% of tumor mass reduction. In some ani-
mals, tumors were not macroscopically detected.

Since animals treated with FC caused amazing reduction in
S$180 tumors, ex vivo biochemical analysis by cytometry were
carried out in attempting to understand this biological action.
Previously, we have already demonstrated promising cytotoxic
activities of the FC and Cas X on primary culture of S180 cells (ICsq
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Table 2

Profile of the peripheral blood white cells of Swiss mice bearing Sarcoma 180 after intraperitoneal or oral treatment during 7 days with the Fraction with Casearin (FC)

extracted from Casearia sylvestris leaves.

Substance Dose (mg/kg/dia) Total leukocytes (10° /uL) Leukocyte differential counting (10°/uL)
Eosinophils Lymphocytes Neutrophils Monocytes
Intraperitoneal Control - 8.8+ 0.6 0.1 +0.01 47 +0.7 3.7+05 0.28 +0.1
5-FU 25 2.6 +0.1* 0.0+ 0.0 2.4 +0.2* 0.1 + 0.002* 0.1 +0.01*
FC 10 72+03 0.0+0.0 39+01 3.0+0.6 03+01
25 73+0.7 0.1+01 2.0+0.1* 5.0 +0.3* 03+0.1
Oral Control - 6.5+09 01+0.1 3.7+£0.9 25104 02+01
FC 25 84+08 02+01 41+04 3.7+05 04+0.1
50 6.9+ 0.6 02+01 34+11 28+0.6 04+0.1

Values are means + S. E. M., n=10 animals/group. Negative control was treated with the vehicle used to dilute the drug (4% DMSO). 5-Fluorouracil (5-FU) was used as

positive control.

* p < 0.05 compared with the negative control by ANOVA followed by Newman-Keuls test.

Table 3

Antitumor action of a Fraction with Casearins (FC) extracted from Casearia sylvestris leaves on human glioblastoma (SF-295) and colon carcinoma (HCT-116) cells determined

by the in vivo Hollow Fiber Assay (HFA).

Substance Dose (mg/kg/day) Administration Survival Proliferation (absorbance) Inhibition rate (%)
SF-295 HCT-116 SF-295 HCT-8
Negative control - i p. 6/6 0.84 +0.10 1.02 +£0.17 - -
FC 2.5 i p. 5/6 0.28 +0.08 0.48 +0.12 333 474
5 i p. 5/6 030+0.10 0.50 +0.09 36.7 454
Negative control - oral 6/6 112 +0.14 1.01 +£0.15 - -
5-FU 25 i p. 6/6 0.52 + 0.08* 0.59 + 0.10* 654 62.1
FC 25 oral 6/6 0.62 + 0.17* 0.49+ 0.1 449 51.9
50 oral 5/6 0.48 + 0.10* 0.30 + 0.06™ 56.9 67.4

Values are means + S. E. M. Negative control was treated with the vehicle used to dilute the drug (4% DMSO). 5-Fluorouracil (5-FU) was used as positive control.

* p < 0.05 compared with the negative control by ANOVA followed by Newman-Keuls test.
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Fig. 5. Effects of the Fraction with Casearins (FC) on ex vivo primary cultures of
Sarcoma 180 cells after 24 h exposure and analysis by flow cytometry. Cell mem-
brane integrity was evaluated by the exclusion of propidium iodide. DNA frag-
mentation evaluation was performed by nuclear fluorescence using propidium
iodide, triton X-100 and citrate. Mitochondrial transmembrane potential was de-
termined by rhodamine 123 retention. Negative control (C) was treated with the
vehicle used for diluting the tested substance. Doxorubicin (0.3 ug/mL) was used as
positive control (Dox). Results are expressed as mean + standard error of mea-
surement (S.E.M.) from two independent experiments.*p < 0.05 compared to con-
trol by ANOVA followed by Student Newman-Keuls test.

values of 0.60 and 1.61 pg/mL, respectively) (Ferreira et al., 2014).
Herein, this cytotoxicity was confirmed by flow cytometry, with
reduction of membrane integrity and induction of DNA fragmen-
tation and mitochondrial depolarization. Indeed, prior reports
have indicated apoptosis as the main way by which clerodane
diterpenes activate cell death and that Cas X causes DNA frag-
mentation as early as 6 h exposure (Huang et al., 2004; Ferreira

et al., 2010, 2014), explaining, partially, the significant values of
necrosis after 24 h of treatment, which may represent a secondary
necrosis or late apoptosis.

Despite the antitumor oral activity of FC and Cas X, an i.p. ac-
tion was notoriously superior with both substances on S180
bearing mice. Pharmacokinetic parameters may alter in vivo an-
ticancer action when a substance is orally administered, since
absorption is governed by several factors such as absorptive sur-
face area, transit time, blood flow and gastric and intestinal pH
(absorption barriers), and by the hepatic metabolism, through
which all exogenous substances usually undergo biotransforma-
tion (first-pass metabolism) (Undevia et al., 2005). It is possible
that gastric acid causes acid hydrolysis and, subsequently, opening
of the diacetal ring of the clerodane diterpenes and structural
changes. In fact, acid hydrolysis and other reactions that open this
ring leads to molecular instability and loss of antiproliferative ef-
fects, as seen with Cas X dialdehyde and (-)-hardwickiic acid
(Ferreira et al., 2010; Santos et al., 2010). So, such findings can
explain, at least in part, the reduction or loss of the FC and Cas X
antitumor activity when orally administered in S180 bearing mice.

Previously, we have shown that both FC and Cas X are in vitro
cytotoxic substances on glioblastoma and colon cancer cells (Fer-
reira et al., 2014). Herein, this cytotoxicity against SF-295 and HCT-
116 cells was also seen using the in vivo HFA. This technique is a
new preclinical tool more suitable from a methodological and fi-
nancial point of view when compared with xenograft assay.
Moreover, it can predict the possibility of chemotherapy success in
coming studies with tumor xenografts testing simultaneously two
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different body compartments and six tumor lines (Hollingshead
et al,, 1995; Decker et al., 2004; Amaral et al., 2014; Bezerra et al.,
2015). Some studies have shown a direct correlation between ac-
tivity in HFA and xenograft models, increasing the likelihood of
activity in clinical trials, at least for cytotoxic drugs (Johnson et al.,
2001). In this method, lower intraperitoneal doses (2.5 and 5 mg/
kg/day) were chosen because our previously studies with higher
ones (10 and 25 mg/kg/day) were toxic for BALB/c nude animals,
since some animals dead during treatment with FC, mainly at
25 mg/kg/day. Lower doses for i.p. treated groups in HFA can ex-
plain because such ones were less active in comparison with oral
treatment, but these findings showed just a seeming (but not a
comparative) antitumor activity since different doses were
administered.

Prior investigations with ethanolic extract of C. sylvestris leaves
at a dose of 100 mg/kg/day i.p. showed a potent antitumor activity
in mice transplanted with S180 cells and tumor growth inhibition
ranging from 87% to 98% (Itokawa et al., 1990). Bioguided studies of
Itokawa et al. (1990) resulted in the purification of six new cler-
odane diterpenes (Casearin A, B, C, D, E and F) and showed casearin
C as the most active molecule. Herein, such bioactivity was similar
in this study, since both substances (FC and Cas X) intraperitoneally
administered also presented inhibiting rates of tumor growth ran-
ging from 86.2 to 90.0%. Almeida (2000) also demonstrated that the
alcoholic extract of C. sylvestris leaves inhibited Ehrlich tumor
growth and presented anti-inflammatory activity at a dose of
300 mg/kg/day. Similarly, two gallic acid-derived compounds iso-
lated from C. sylvestris leaves — isobutyl gallate-3,5-dimethyl ether
(IGDE) and methyl gallate-3,5-dimethyl ether (MGDE) - showed
significant chemotherapeutic potential against Ehrlich and Lewis
lung cancer ascite tumor cells and increased animals' survival (ap-
proximately 90%), though IGDE possesses a slightly superior activity
when compared to MGDE (Da Silva et al., 2009). More recently,
Felipe et al. (2014) showed that treatment with crude aqueous
ethanolic extract (CAE) and chloroform fraction ((f-CHCI3)) of C.
sylvestris leaves caused tumor growth decreasing in Ehrlich ascites-
bearing mice (40% and 60%, respectively), whose in vivo anti-
proliferative effects were confirmed by 3H-thymidine uptake and
trypan blue exclusion methods.

Toxicity analyzes of key organs indicated liver and kidneys as
main targets for FC and Cas X, especially in groups i.p. treated. Similar
results were described by Aratjo et al. (2015) about hepatic changes,
since vascular congestion and hydropic degeneration were apparent
in FC groups (2.5, 5 and 25 mg/kg/day) and slight perivascular in-
filtration associated with necrosis was detected with FC 2.5 mg/kg/
day. Kidney and liver are proposed as major target organs for en-
vironmental contaminants, drugs and xenobiotics, since these sub-
stances usually have a low solubility in aqueous systems and require
biotransformation in hepatocytes to metabolites that are more hy-
drophilic and more readily eliminated in the urine. Biotransformation
reactions generally follow a detoxification process rendering meta-
bolites inactive. Nevertheless, many drug intermediary products
generated during metabolism are highly reactive and toxic, causing
hepatotoxicity and nefrotoxicity (Williams et al, 2002; Ramaiah,
2007). However, liver and kidneys also possess a pronounced re-
generative capacity and compensatory action: even when necrosis is
found with conjunctive tissue preservation, there is often complete
tissue restoration (Kumar et al., 2004). In this context, all observed
morphological alterations in treated animals could be considered
potentially reversible. Moreover, in vivo blood changes in neutrophils
and lymphocytes were slighter in comparison with 5-FU-treated
animals, which demonstrated decreasing in monocytes, neutrophils
and lymphocytes. Unfortunately, anticancer drugs in clinical use
usually cause hematologic and immunologic suppression, as ob-
served with docetaxel (Ringel and Horwitz, 1991), methotrexate
(Katzung et al., 2003) and 5-FU (Bezerra et al., 2008). Most of them

are available for intravenous administration only, and this kind of
treatment is very expensive due to hospitalization costs. Therefore,
the development of new and effective oral cytotoxic agents has great
social and economic interest (Ismael et al., 2008), but a substance
with oral antitumoral capacity, as FC or Cas X, is uncommon pri-
marily because the first pass effects (Undevia et al., 2005).

Despite toxicity findings, ethnopharmacological uses have en-
couraged the consumption of different parts of C. sylvestris because
folk data and toxicological studies did not indicate unsafe clinical
evidences for humans (Silva et al., 1988; Basile et al., 1990; Ferreira
et al., 2011a; Aradjo et al., 2014). However, Aratjo et al. (2015)
verified that FC-treated animals exhibited some alterations in-
dicative of neurotoxicity and recommend precaution regarding the
consumption of medicinal formulations based on C. sylvestris.

5. Conclusions

A fraction with casearins extracted from C. sylvestris leaves and
Casearin X were efficient in vivo antitumor substances against
murine cells and human glioblastoma and colon carcinoma neo-
plasms by intraperitoneal as well as oral routes, caused reversible
morphological changes in the liver, kidneys and spleens. Ad-
ditionally, ex vivo studies indicated apoptosis as the main way by
which cell death is triggered. Taken together, these findings cor-
roborate folk uses of C. sylvestris against different types of cancers
and emphasize the reputation of clerodane diterpenes as an
emerging class of anticancer molecules.
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