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RESUMO

Lectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos, reconhecendo glicoconjugados nas
superficies celulares. Schinus terebinthifolia Raddi (aroeira-da-praia) € uma planta medicinal
cujas folhas contém uma lectina (SteLL) que apresentou atividade antimicrobiana. A presente
tese investigou a atividade antitumoral in vivo de extrato salino (ES) de folhas e da lectina
SteLL em camundongos portadores de sarcoma 180. Sendo a dor um dos problemas que
afetam diretamente a qualidade de vida dos pacientes com cancer, foi também avaliada a agédo
antinociceptiva de SteLL. A citotoxicidade para as células de sarcoma 180 foi testada in vitro
e 0s ensaios in vivo foram realizados utilizando camundongos Swiss fémeas. No ensaio de
atividade antitumoral, os tratamentos (NaCl 0,15 M, controle negativo; metotrexato 1,5
mg/kg, controle positivo; ES 100 mg/kg; SteLL 1 e 5 mg/kg) por via intraperitoneal iniciaram
no 8° dia apo6s a inoculacdo dorsal do tumor e duraram 7 dias. Foram analisados 0 peso
tumoral, nimero e calibre dos vasos tumorais, parametros hematoldgicos e bioquimicos,
alteracdes histopatoldgicas e ocorréncia de micronucleos nas células da medula 6ssea. Nos
ensaios de atividade antinociceptiva (testes de nocicepcao espontanea, hiperalgesia mecanica
e da placa quente), foi utilizado modelo ortotopico do sarcoma 180 na pata direita traseira. Os
tratamentos foram NaCl 0,15 M (controle negativo), morfina 10 mg/kg (controle positivo) e
SteLL (1 e 2 mg/kg), por via intraperitoneal durante 14 dias, a partir do 1° dia ap6s a
inoculacdo das células tumorais. No ensaio in vitro ES e SteLL apresentaram Clsg
(concentracdo que reduz a viabilidade celular em 50%) de 301,65 e 8,30 ug/mL,
respectivamente. SteLL reduziu a viabilidade das células por induzir apoptose. Os tratamentos
in vivo com extrato e lectina reduziram o peso do tumor em 57,6 a 73,6%, sem diferencas
significativas em relacdo ao metotrexato. Os tumores de animais tratados com SteLL a 5
mg/kg mostraram um numero reduzido de vasos secundarios, enquanto que o calibre foi
menor em todos os grupos tratados. Ndo foram detectadas alteracGes nos niveis sanguineos de
ureia, creatina e glicose, enquanto o0 nivel de aspartato aminotransferase estava
moderadamente aumentado no grupo tratado com ES. Andlise histopatoldgica revelou
vacuolizagdo e esteatose no figado de animais tratados com extrato e lectina, bem como
reducdo do espaco de filtracdo e alteragdes na arquitetura tubular dos rins. Em relacdo aos
parametros hematoldgicos, detectou-se apenas aumento no numero de mondcitos no grupo
ES. O extrato e a lectina ndo induziram a formagdo de micronucleos. Com rela¢do a acdo
antinociceptiva, tratamento com SteLL aumentou o uso dos membros portadores do tumor,

inibiu a hiperalgesia mecanica e aumentou o tempo de laténcia no teste da placa quente. As



patas portadoras do tumor apresentaram volume e peso reduzidos nos animais tratados com
SteLL, em comparagdo ao controle negativo. Em conclusdo, ES e SteLL foram agentes
antitumorais contra sarcoma 180 sem promover alteraces hematologicas relevantes e efeitos
genotoxicos; entretanto, sinais de toxicidade hepética e renal foram observados, sugerindo a
avaliacdo das estratégias de administragdo no futuro. A lectina também apresentou atividade

antinociceptiva em modelo de dor causada por tumor.

Palavras-chave: Aroeira da praia. Anacardiaceae. Cancer. Dor. Genotoxicidade.



ABSTRACT

Lectins are proteins that bind to carbohydrates, recognizing glycoconjugates on cell
surfaces. Schinus terebinthifolia Raddi is a medicinal plant whose leaves contain a lectin
(SteLL) that showed antimicrobial activity. The present thesis investigated the in vivo
antitumor activity of leaf saline extract (SE) and SteLL in 180-bearing mice. Since pain is one
of the problems that directly affect the life quality of cancer patients, it was also evaluated the
antinociceptive action of SteL L. Cytotoxicity for sarcoma 180 cells was tested in vitro and the
in vivo assays were performed using female Swiss mice. In the test of antitumor activity, the
treatments (0.15 M NacCl, negative control, methotrexate 1.5 mg/kg, positive control, SE 100
mg/kg, SteLL 1 and 5 mg/kg) by intraperitoneal via started on the 8" day after tumor
inoculation and lasted 7 days. Tumor weight, number and size of tumor vessels,
hematological and biochemical parameters, histopathological alterations and occurrence of
micronuclei in bone marrow cells were analyzed. In the antinociceptive activity tests
(spontaneous nociception, mechanical hyperalgesia and hot plate tests), the orthotopic model
of sarcoma 180 was used in the right hind paw. The treatments were 0.15 M NaCl (negative
control), 10 mg/kg morphine (positive control) and SteLL (1 and 2 mg/kg) intraperitoneally
for 14 days from the 1st day after inoculation of tumor cells. SE and SteLL presented 1Csy
(concentration that reduces cell viability by 50%) of 301.65 and 8.30 pg/mL, respectively.
SteLL reduced cell viability by inducing apoptosis. The extract and lectin treatments reduced
tumor weight by 57.6 to 73.6%, without significant differences in regard to methotrexate.
Tumors of animals treated with SteLL at 5 mg/kg showed a reduced number of secondary
vessels, whereas the caliber was lower in all treated groups. No changes were detected in
blood levels of urea, creatine and glucose, while the level of aspartate aminotransferase was
moderately increased in the SE group. Histopathological analysis revealed vacuolization and
steatosis in the liver of animals treated with extract and lectin, as well as reduction of filtration
space and alterations in the tubular architecture of the kidneys. Regarding the hematological
parameters, only an increase in the number of monocytes in the SE group was detected.
Extract and lectin did not induce the formation of micronuclei. Regarding antinociceptive
action, treatment with SteLL increased the use of tumor-bearing limbs, inhibited mechanical
hyperalgesia, and increased the latency time in the hot plate test. Tumor-bearing paws had
reduced volume and weight in SteLL-treated animals compared to the negative control. In
conclusion, SE and SteLL were antitumor agents against sarcoma 180 without promoting

relevant hematological changes and genotoxic effects; however, signs of hepatic and renal



toxicity were observed, suggesting the evaluation of management strategies in the future. The
lectin also showed antinociceptive activity in a model of pain caused by tumor.

Keywords: Brazilian pepper tree. Anacardiaceae. Cancer. Pain. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O cancer afeta parcela expressiva da populacdo mundial e, apesar do declinio do
numero de dbitos para alguns tipos da doenca, a taxa de mortalidade global por cancer tem
aumentado nas Ultimas décadas. Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saude
(2017), 8,8 milhdes de pessoas em todo o0 mundo morrem anualmente de cancer. Dessa forma,
grandes esforcos sdo empenhados na procura por modos mais eficazes de se enfrentar a
doenca, bem como para aprimoramento do diagnostico, através da patologia molecular, ja que
deteccdo precoce permite maior chance de cura e controle da doenca (BRASILEIRO-FILHO,
2013; STEWART et al., 2018).

As terapias atuais de combate ao cancer visam detruir as células tumorais, no entanto,
sd0 muito agressivas, muitas vezes atingem ceélulas saudaveis (MOLINARO et al., 2015) e
algumas vezes sdo pouco eficazes. Assim, a procura por novos farmacos com acdo
antitumoral e propriedades menos agressivas aos pacientes € de suma importancia e se
justifica também pela necessidade de drogas mais seletivas para a quimioterapia
antineoplasica (DESHPANDE et al., 2013).

As lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas contendo sitios de ligagéo a
carboidratos, os quais podem ser mono, oligo ou polissacarideos. Sua capacidade de interagir
de forma especifica com carboidratos, reconhecendo glicoconjugados na superficie celular, é
responsavel por suas importantes e diversas atividades bioldgicas (COELHO et al., 2017).
Elas exercem efeitos citotoxicos, inibindo a proliferacdo e ativando vias de morte celular,
sobre diferentes tipos de células cancerigenas (CUNHA et al., 2016; OSTERNE et al., 2017).

Schinus terebinthifolia Raddi, conhecida como aroeira-da-praia, aroeira-mansa,
aroeira-brasileira, aroeira-vermelha, arvore-de-aroeira, fruto-de-sabia, aguaraiba, aroeira-do-
brejo, aroeira-pimenteira, corneiba, aroeira-do-Parana e pimenta-rosa, dentre outros nomes
populares, pertence a familia Anacardiaceae, sendo uma espécie de origem no continente Sul-
americano (OLIVEIRA et al., 2014). Atualmente, é uma das 71 plantas medicinais listadas
pelo Ministério da Saude como de interesse ao SUS (Relagdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS - RENISUS), autorizada pelo Ministério da Salde para ser receitada e
distribuida, sendo recomendado o uso contra ferimentos e ulceras. No entanto, € utilizada para
diversos outros fins como, por exemplo, o emprego do decocto das folhas no tratamento de
tumores (MORTON et al., 1978; MORS et al., 2000). As folhas de S. terebinthifolia contém
uma lectina (SteLL, do inglés S. terebinthifolia leaf lectin) que é isolada por cromatografia em

coluna de quitina e apresentou atividade antibacteriana e antifungica (GOMES et al., 2013).
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A presente tese teve como objetivo avaliar a atividade antitumoral in vivo de extrato

salino de folhas de S. terebinthifolia e da lectina SteLL isolada em modelo de sarcoma 180 em

camundongos. Adicionalmente, possivel atividade antinociceptiva da lectina nos animais

portadores do tumor foi investigada.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar as atividades antitumoral e antinociceptiva de extrato salino e da lectina de

folhas de S. terebinthifolia (SteLL) isolada em camundongos portadores de sarcoma 180.

1.1.2 Objetivos especificos

v

v

Purificar SteLL a partir do extrato salino de folhas de S. terebinthifolia seguindo
protocolo previamente estabelecido.

Avaliar a atividade citotdxica in vitro do extrato e da lectina para células do sarcoma
180;

Avaliar a atividade antitumoral in vivo do extrato e da lectina em camundongos
portadores do sarcoma 180;

Avaliar a toxicidade dos tratamentos com extrato e SteLL para os camundongos
portadores do tumor, através da determinacdo de variagdo de peso corporal, consumo
de &gua e racdo, pardmetros bioquimicos e hematoldgicos e analise histopatoldgica de
Orgaos.

Investigar a genotoxicidade in vivo dos tratamentos com extrato e SteLL em células da
medula éssea dos camundongos portadores do sarcoma 180.

Fazer um levantamento de estudos realizados que avaliaram, em modelos
experimentais, plantas da familia Anacardiaceae como fontes de agentes
antinociceptivos.

Avaliar a atividade antinociceptiva de SteLL em camundongos portadores de tumor,
utilizando diferentes modelos de nocicepgéo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 NEOPLASIAS

Denomina-se “neoplasia” ou “tumor” qualquer proliferacdo anormal de células, que
pode ser benigna ou maligna. Enquanto o tumor benigno permanece confinado a sua
localizagdo original, o tumor maligno é capaz de invadir o tecido normal circundante e se
espalhar por todo o corpo através dos sistemas circulatério ou linfatico, caracterizando o
fendmeno conhecido como metéastase. Quando ha uma perda gradual de um fendtipo
diferenciado e a aquisicdo de caracteristicas progenitoras semelhantes a células-tronco, o
cancer progride (MALTA et al., 2018). Algumas caracteristicas sdo importantes nas células
neoplasicas malignas: (1) elas sdo autossuficientes nos sinais de crescimento, (2) séo
insensiveis a sinais de anticrescimento, (3) estimulam a angiogénese local, (4) sdo capazes de
escapar da apoptose apresentando imortalidade replicativa, (5) ativam mecanismos de invasdo
e metastases, (6) apresentam instabilidade no genoma e (7) induzem a inflamacéo
(HANAHAN e WEINBERG, 2011; MURRAY et al., 2014).

Os tumores sdo classificados de acordo com a localizagdo (6rgdo ou sistema) e
caracteristicas histolégicas, com o auxilio de técnicas como a imunohistoquimica, hibridacédo
in situ e o mapeamento molecular detalhado do tecido tumoral (BOSMAN, 2019). Essas
tecnologias tém fornecido dados relevantes relacionados as variagbes somaticas de DNA,
RNA, proteina ou caracteristicas epigenémicas de diferentes tipos de cancer (SONG et al.,
2015). Na nomenclatura dos tumores, além do tipo histoldgico, pode ser acrescentada a
topografia como, por exemplo, adenocarcinoma de pulméo, adenocarcinoma de pancreas,
osteossarcoma de fémur, ou utiliza-se 0 nome dos cientistas que os descreveram pela primeira
vez, como linfoma de Burkitt e sarcoma de Kaposi (INCA, 2011).

Outra classificacao para os tumores malignos diz respeito a seu estadio, ou seja, avalia
0 seu grau de disseminagdo. Um dos sistemas de estadiamento mais utilizados é o preconizado
pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), denominado Sistema TNM de
Classificacdo dos Tumores Malignos. Ele baseia-se na extensdo anatémica da doenca, levando
em conta as caracteristicas do tumor priméario (T), as caracteristicas dos linfonodos das
cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza (N), e a presenca ou
auséncia de metastases a distancia (M) (INCA, 2017).

As células neoplasicas desenvolvem mecanismos de evasdo da apoptose, decorrentes

de mutacdes que provocam perda da funcdo de proteinas pré-apoptoticas ou aumento da
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expressdo de genes anti-apoptoticos. Essa evasdo favorece o crescimento continuo do tumor
(MURRAY et al., 2014). Desta forma, esfor¢os estdo sendo realizados na busca de farmacos
ou outros compostos que estimulem a apoptose nas células neoplésicas, levando-as a morte.

A alteracdo na glicosilacdo é outra caracteristica universal das células tumorais,
sendo certos glicanos marcadores bem conhecidos de progressdao tumoral. Algumas das
primeiras evidéncias de alteracdo na glicosilagdo como caracteristica do cancer foram obtidas
utilizando como ferramentas algumas lectinas (proteinas que reconhecem carboidratos) que
apresentavam capacidade de aglutinar diferencialmente essas células (VARKI et al., 2017).
Muitos tumores malignos expressam, por exemplo, altos niveis de &cido hialurénico
(glicosaminoglicano de carga negativa) e, ainda, a interacdo dele com receptores de superficie
celular CD44 ¢ ativada, possivelmente devido a clivagem por hialuronidases. Como
consequéncia tem-se a proliferacdo, transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) e invasdo. Essa
interacdo na superficie da célula tumoral é necessaria também para a ativacdo de alguns
oncogenes, como receptores tirosina quinases (RTKSs), exemplo ErbB2, que levam ao
aumento dos niveis de fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K) que, por sua vez estimulam sintese
de novas moléculas de acido hialurénico, estabelecendo assim um ciclo de feedback positivo
(Figura 1). Essa interacdo ainda estimula a resisténcia a fArmacos, sendo um alvo terapéutico
importante (VARKI et al., 2017).

Figura 1- Interacdo do receptor CD44 com o acido hialurdénico (ou hialuronano) e mecanismos ativados em
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Proteina quinase B (Akt) e eventos antiapopt6ticos subsequentes. Fonte: Miisra et al. (2015), adaptado
pela autora.
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Proteoglicanos contendo heparan sulfato também desempenham papeis na progressao
do tumor, permitindo que células tumorais possam proliferar, escapar da resposta imune,
invadir os tecidos vizinhos, metastatizar e promover a angiogénese. Estdo presentes na
superficie da célula, ou sequestrados na matriz extracelular e membrana basal, podendo ainda
ser liberados por proteases ou heparanases (Figura 2). Canceres como de mama, pulméo,
cérebro, pancreas, pele e colorretal apresentam uma modulagdo aberrante de varias enzimas
biossintéticas e catabdlicas do sulfato de heparan, tais como a heparanase. A modulacao
dessas vias biossintéticas e catabdlicas € um alvo na busca de novos farmacos que possam
retardar a progressao tumoral (KNELSON et al., 2014; RAMAN; KUBERAN, 2010).

Figura 2 — Interagdes do heparan sulfato com seus receptores.
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Heparan sulfato (HS) na superficie da célula ou sequestrados na matriz extracelular e membrana basal sdo
clivados por proteases (1) ou heparanases no microambiente (2). As cadeias de HS interagem com fatores de
crescimento, que interagem com seus receptores nas células (3), com consequente aumento da angiogénese ou
aumento da proliferacéo e invasdo por células tumorais (4). Fonte: Varki et al. (2017), adaptado pela autora.

Para que o tumor cresga, é fundamental que haja uma boa oferta vascular, o que é
conseguido através da expressdo de fatores de crescimento pré-angiogénicos, incluindo os
fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF). A expressdo da familia de ligantes VEGF

estd aumentada em um grande numero de canceres, 0 que levantou-se a hipotese de inibir a
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angiogénese através da inibicdo da via VEGF. Drogas como bevacizumabe, sunitinibe e
aflibercepte exibem atividade anti-angiogénica por atuarem sobre diferentes seguimentos
dessa via (VASUDEV; REYNOLDS, 2014). Outros biomarcadores de angiogénese, como
fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico (FCE), nucleolina, quinase de adeséo
focal (FAK) e endoglina, desempenham papéis criticos na angiogénese do cancer e podem ser

usados como alvos na terapia anti-angiogénese (MASHREGHI et al. 2018).

2.1.1 Incidéncia e fatores de risco

O ndmero de casos de cancer cresce de forma global, afetando principalmente os
paises de baixa e média renda, que muitas vezes nao dispdem de um sistema de salde capaz
de oferecer um diagndstico precoce e um tratamento de qualidade (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2017). Nos Estados Unidos, apesar do cancer ser a segunda
principal causa de morte, tem se observado nas ultimas duas décadas uma continua
diminuigdo na taxa de mortalidade. Entre 1991 e 2011, o risco de morrer acometido por esta
doenca diminuiu em 22% nesse pais (SIEGEL et al., 2015).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA, 2017),
no biénio 2018-2019 ocorrerdo 600 mil novos casos de cancer no Brasil, para cada ano, sendo
0s canceres de prostata, pulmdo, mama feminina, colon e reto os mais incidentes, com altas
taxas também para os canceres do colo do Utero, estdmago e esdfago.

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento do cancer sdo bem conhecidos e
podem até ser evitados. Sao eles: tabagismo (CHARAFEDDINE et al., 2017), alimentacdo
inadequada (JOHNSON et al., 2013; SONG; CHAN, 2019.), inatividade fisica (BRENNER et
al., 2017), consumo de bebidas alcodlicas (RATNA; MANDREKAR, 2017), obesidade
(DOBBINS et al., 2013; MACKINTOSH et al., 2019), diabetes (TSENG, 2015), hipertensao
(HAN et al., 2017), agentes infecciosos (MARTEL et al., 2017) exposi¢cGes ocupacionais
(ZENG et al., 2017), poluicdo ambiental (GRAY et al., 2017) e uso de contraceptivos orais
(REID et al., 2017).

Apesar do grande conhecimento em relacdo a biologia do cancer, grandes esfor¢os sao
necessarios na busca de terapias capazes de superar a resisténcia, recorréncia e metastase. O
grande desafio consiste na diversidade genética do cancer, além das interagdes entre células

tumorais heterogéneas, estroma e as células imunes (DERBAL, 2017).



21

2.1.2 Inflamacéo e cancer

Em 1863, Rudolf Virchow observou leucdcitos em tecidos neoplésicos e associou,
pela primeira vez, a inflamacdo e o cancer. Ele sugeriu que o "infiltrado linforeticular" refletia
a origem do cancer em locais de inflamacéo cronica (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). A
inflamacéo atua em todos os estagios da tumorigénese, contribuindo para a iniciacdo do tumor
através de mutacoes, instabilidade genémica e modificagdes epigenéticas. Ativa respostas de
reparo tecidual, induzindo a proliferacdo de células pré-malignas e aumentando sua
sobrevivéncia, estimula a angiogénese, provoca imunossupressao localizada e promove a
formacdo de um microambiente hospitaleiro em que as células pré-malignas podem
sobreviver, expandir e acumular mutacfes adicionais e mudancas epigenéticas. Pode ainda
promover a disseminacdo metastatica (GRIVENNIKQV et al., 2010).

No processo de transformacéo das células normais em malignas, as imunidades inata e
adaptativa regulam o microambiente tumoral, como observado na Figura 3. Porém, descobriu-
se que o sistema imune ndo atua somente na eliminacdo de células tumorais, mas também
pode agir selecionando ou “editando” os tumores emergentes, fendmeno chamado “edicéo
imunoldgica” ou “imunoedicdo”, sendo composta de trés fases (ONUCHIC; CHAMMAS,
2010). Na fase de eliminacdo, as células tumorais sdo detectadas, mas aquelas células
tumorais raras que ndo sao eliminadas podem entrar na fase de equilibrio e, finalmente,
aquelas variantes de células tumorais restantes com imunogenicidade fraca escapam da
vigilancia imunolégica e formam uma neoplasia clinicamente aparente (ZHANG et al., 2017).

Microrganismos, comensais e patogénicos, sdo reguladores criticos do sistema
imunolégico do hospedeiro e, consequentemente de inflamacdo. Assim eles tém potencial
para influenciar a progressao do tumor através de uma grande variedade de vias, incluindo a
ativacdo da inflamagdo cronica, alterando o microambiente tumoral, além da inducdo de
respostas genotdxicas e de metabolismo. Até 20% de todos os canceres sdo precedidos por
inflamacdo cronica relacionada a infec¢bes, como o carcinoma hepatocelular, cancer de colon
e cancer gastrico, que podem ser precedidos por hepatite, doenga intestinal inflamatdria e
gastrite induzida por H. pylori, respectivamente (FRANCESCONE et al., 2014).
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Figura 3 - Imunoedicéo de tumor.
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1- Células Natural Killer (NK) e macrdfagos produzem interferon-y (IFN) e interleucina-12 (IL-12) que
eliminam células tumorais iniciando respostas citotéxicas: perforina, Fator de Necrose Tumoral a (TNF-o) e
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS). 2- Variantes sobrevivem, mas perdem Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC). Citocinas antitumorais tornam-se pro-tumorigénicas. 3- Células imunes pro-
tumorais induzem a imunossupressdo por secre¢éo de citocinas. Fonte: Zhang et al. (2017), adaptado pela autora.

TUMOR SOLIDO

Porém, a inflamacdo nem sempre é "ruim™ no contexto de doencas malignas e
citocinas relacionadas ao cancer também podem contribuir para a resposta terapéutica.
Algumas abordagens para o tratamento do cancer tentam mudar a natureza do microambiente
imunossupressor que promove tumores para um que mate células tumorais, seja anti-
angiogénico e promova respostas imunes adaptativas. Citocinas inflamatorias bastantes

relacionadas com a atividade promotora de tumores, tais como fator de necrose tumoral
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(TNF)-a, interleucina (IL)-6 e IL-1p, podem ser considerados alvos terapéuticos

(BALKWILL; MANTOVANI, 2010).

2.1.3 Dor relacionada ao cancer

O microambiente tumoral é composto de fibroblastos, vasos sanguineos, fibras
nervosas, macrofagos e outras células imunes que interagem ativamente com células tumorais
para regular a progressao do cancer (Figura 4). Em situagdes de estresse, as fibras nervosas,
presentes dentro e ao redor do tumor, liberam catecolaminas no estroma tumoral. Tanto as
células tumorais como as células estromais expressam receptores 3 2-adrenérgicos (Adrp2),
respondendo a norepinefrina que promove crescimento tumoral. Pericitos, dentro do
microambiente do tumor, expressam o receptor de dopamina tipo 2 (DR2) e respondem a
dopamina que regula a angiogénese. Além disso, células tumorais invadem 0s nervos
autondmicos (invasao perineural) em Vvarios tipos de cancer, o que pode causar dor e facilitar
a disseminacdo sistémica (HANOUN et al., 2015).

Uma revisdo sistematica da literatura publicada entre setembro de 2005 e janeiro de
2014 revelou que as taxas de prevaléncia de dor relacionada ao cancer eram 39,3% apds o
tratamento, 55,0% durante o tratamento e 66,4% em doenca avancada, metastatica ou
terminal. Um percentual de 38,0% de dor moderada a grave foi relatada entre os pacientes
(VAN DEN BEUKEN-VAN EVERDINGEN, 2016).

Segundo Schmidt (2015) a dor do céncer é devida a geracdo e secrecdo de
mediadores que subseqilientemente sensibilizam e ativam nociceptores aferentes no
microambiente tumoral. Apesar de ja ter sido proposto que a dor era resultado da destruicdo
tecidual e compressdo do nervo, esta hipdtese ndo é consistente com achados clinicos ou com
dados pré-clinicos. Além disso, a dor de cancer também foi descrita como dor inflamatéria,
porém, os antiinflamatorios ndo esterdides sdo clinicamente ineficazes nos estagios mais
avancados da doenca. Ademais, estudos pré-clinicos evidenciam que a dor de céancer é
distinguivel da dor inflamatdria e geralmente € uma forma unica de dor patoldgica.

O céancer de pulméo, um dos quatro tipos de cancer mais prevalentes em todo o
mundo, apresenta como um dos sintomas a dor. A dor surge da invasdo local de estruturas do
torax ou doenca metastatica que invade 0S 0Ss0S, nervos ou outras estruturas anatdmicas
potencialmente dolorosas. Pode tambem ser consequiéncia de abordagens terapéuticas como

cirurgia, quimioterapia ou radioterapia. Intervencdo médica convencional para essa dor inclui
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prescrigdo de opidides e coadjuvantes em doses suficientes para controla-la sem causar efeitos
colaterais (HOCHBERG et al., 2017).

Figura 4- Nervos autondmicos como componentes ativos do microambiente tumoral.
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Fibras nervosas liberam catecolaminas no estroma do tumor. Células tumorais e estromais expressam receptores
B2-adrenérgicos (Adrp2), respondendo & norepinefrina e promovendo crescimento tumoral. Pericitos, expressam
receptor de dopamina tipo 2 (DR2) e respondem & dopamina, regulando angiogénese. Células tumorais invadem
0s nervos autondmicos (invasdo perineural) em vérios tipos de céncer, causando dor. Fonte: Hanoun et al.
(2015), adaptado pela autora.

Os opioides sdo os principais analgésicos capazes de controlar a dor de céancer
moderada e grave. A resposta farmacodindmica a um determinado opioide depende da
natureza do receptor ao qual o opioide se liga e sua afinidade pelo receptor. A morfina, por
exemplo, ativa os receptores p-opioides, porém, causa ndo sO analgesia e sedacdo, mas

também euforia, depressao respiratdria, constipacdo e prurido. A existéncia de varios subtipos



25

de receptores opioides, cada um com seu proprio repertdrio de respostas, leva a busca por um
que produza seletivamente analgesia e sedacdo adequadas, sem ao mesmo tempo, causar
efeitos adversos indesejados, ou por métodos neuroestimuladores ou neuroinibitivos
adequados envolvendo o sistema nervoso central que podem amplificar a agdo analgésica dos
opioides (PLANTE; VANITALLIE, 2010).

2.1.4 Antitumorais disponiveis no mercado

Nos ultimos 20 anos, pacientes diagnosticados com canceres solidos e hematologicos
tém contado com um ndmero crescente de opcdes terapéuticas. Muitos deles estdo
experimentando uma melhor sobrevivéncia global e remissdo de longo prazo com a
introducdo de classes de agentes oncoldgicos, tais como novos agentes citotoxicos, terapias
direcionadas e agentes imunooncoldgicos. Porém, estes novos agentes e suas combinacdes
vieram com toxicidades adicionais e, tendo em vista que o figado é responsavel pelo
metabolismo da maioria deles, pode ocorrer hepatotoxicidade durante os tratamentos
(DHANASEKARAN; KWO, 2017).

Os quimioterapicos utilizados no tratamento de cancer exercem sua acdo sobre as
células que se encontram no ciclo celular, sendo denominados farmacos ciclo-celular
especificos (CCS). Outros, porém, denominados farmacos ciclo-celular ndo especificos
(CCNYS), sdo capazes de agir independentemente de as células estarem atravessando o ciclo ou
de estarem em repouso. Dentre os CCS, destacam-se 0s agentes antimetabdlicos, tais como 0s
analogos do acido folico (metotrexato); os antagonistas das pirimidinas (fluoracil, floxuridina
e citabina); além dos analogos das purinas (mercaptopurina, tioguanina, pentostatina, fosfato
de fludarabina, cladribina). Com relacdo aos CCNS destacam-se aqueles que atuam como
eletrofilos sobre macromoléculas nucleofilicas (DNA), como o0s agentes alquilantes
(ALMEIDA et al., 2005).

Inicialmente desenvolvido como um analogo do acido félico, o metotrexato (MTX)
foi um dos primeiros agentes quimioterapicos utilizados clinicamente. Atua inibindo a di-
hidrofolato redutase e, com isso, reduz os niveis intracelulares de intermediarios da via do
folato necessarios para a sintese de nucleotideos. Com isso, a replicacdo e reparo do DNA
ficam prejudicados, retardando a proliferacdo celular e levando & morte celular. E usado para
o tratamento de leucemias agudas, linfomas e também no tratamento de doencas inflamatorias

(em uma dose 100 vezes menor), incluindo artrite reumatoide, Doenca de Crohn e psoriase.
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Nessas baixas doses, o0 metotrexato atua como anti-inflamatério e imunossupressor,
possivelmente através da inibi¢do da via Janus Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de
Transcricdo (JAK/STAT), o que pode também ser benéfico para o tratamento de pacientes
com neoplasias hematoldgicas associadas a essa via (THOMAS et al.,, 2015). Um dos
principais efeitos colaterais do MTX, e que restringe seu uso clinico, é a hepatotoxicidade
(MEHRZADI et al., 2018).

O 5-fluoracil (5-FU) é um analogo de pirimidina que inibe a enzima timidilato
sintase (TS), sendo usado no tratamento de cancer de mama, colorretal e do trato
aerodigestivo. A TS catalisa a conversdo de desoxiuridina monofosfato (dUMP) em
desoxitimidina monofosfato (dTMP), tendo o 5,10-metilenotetrahidrofolato (CH,THF) como
0 doador de metil. O fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), metabdlito ativo de 5-FU,
liga-se ao sitio de ligacdo de nucleotideos da TS e forma um complexo estavel com a enzima,
bloqueando o acesso de dUMP e inibindo a sintese de dTMP, com consequente dano ao
DNA. Esse dano ao DNA é dependente dos niveis de desoxiuridina pirofosfatase e uracila-
DNA-glicosilase. Além disso, dTMP pode ser recuperado da timidina através da acdo de
timidina quinase (LONGLEY et al., 2003). Apresenta como efeitos colaterais a
cardiotoxicidade (POLK et al.,2014), além de induzir mucosite intestinal, caracterizada por
ulceragdes epiteliais na mucosa e manifestada clinicamente com dor e sintomas dispépticos
(SOARES et al., 2013).

A doxorrubucina (DOX) pertence a familia das antraciclinas, exercendo sua acao
antitumoral intercalando-se no DNA e rompendo o mecanismo de reparo mediado pela
topoisomerase I, bem como através da liberacdo de radicais livres. Isso acontece quando a
DOX ¢ oxidada a semiquinona, um metabdlito instavel que, quando retorna para DOX, libera
espécies reativas de oxigénio levando a peroxidacdo lipidica, danos a membrana, danos ao
DNA, estresse oxidativo e morte celular por apoptose. Um dos grandes efeitos colaterais
relacionados ao uso da DOX é sua cardiotoxicidade (FARAJI et al., 2016).

Farmacos como o bevacizumabe ligam-se ao fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) inibindo a ligacdo do VEGF aos seus receptores na superficie das células
endoteliais e consequentemente a angiogénese (GOMES et al., 2012). Foi aprovado pela FDA
em 2004 para o tratamento sisttmico do cancer colorretal (ABRAHAO et al., 2017). Uso de
agentes anti-VEGF, tais como o bevaciumabe, pode resultar em complicacdes renais e
vasculares como hipertensdo, eventos trombaticos arteriais (ATE), proteindria e perfuraces
gastrointestinais (ARORA et al., 2017).



27

2.1.5 Modelo experimental do sarcoma 180

O sarcoma 180, ou tumor de Crocker, cresce rapidamente na maioria dos animais
nos quais é inoculado (>90%), podendo regredir espontaneamente em 8-10%, ou ainda mais
quando tratado com produtos quimicos ou biolégicos (SATO et al., 2005). Porém, o indice de
regressdo sofre influéncia do genotipo do hospedeiro. Camundongos portadores do alelo H-
2D, por exemplo, tanto homozigotos quanto heterozigotos, ao contrario dos camundongos
Swiss, ndo apresentam nenhuma regressdo espontanea do sarcoma 180 na forma solida e nem
melhores taxas de regressdo do tumor induzida por substancias quimicas (polissacarideos de
basidiomicetos, acido polinosinico-policitidilico e zimosana) (TARNOWSKI et al.,1973).

Trata-se de um tumor indiferenciado que foi encontrado em ratos albinos machos
em 1914, Sendo uma linhagem celular transplantada por inoculagdo subcuténea,
intramuscular ou intraperitoneal, e por ser de facil obtencdo, varios centros de pesquisa tém
utilizado esse modelo tumoral para compreensdo da biologia tumoral e estudo dos efeitos de
diversos agentes sobre a patogenia do cancer (CUNHA, 2014).

Mais de 13.000 compostos e quase um numero igual de materiais de origem natural
ja tinham sido testados em 1955 quanto a capacidade de inibir o sarcoma 180 e apenas treze
deles apresentaram consideravel inibicdo, quando o didametro correspondia a 1/4 ou menos do
que nos tumores do grupo controle. No rastreio dessas substancias com capacidade de inibir o
crescimento do sarcoma 180 em camundongos, foram empregados 0s seguintes critérios: peso
dos camundongos, sendo fémeas Swiss, 18-22 ¢; transplante de tumor via subcutanea;
injecBes intraperitoneais de compostos em doses maximas toleradas vinte e quatro horas
depois da inoculagdo do tumor, sendo as injecOes duas vezes ao dia por sete dias ou em alguns
casos doses unicas (STOCK et al.,1960).

2.2 FAMILIA ANACARDIACEAE E Schinus terebinthifolia

A familia Anacardiaceae, formada principalmente por arvores e arbustos, inclui
aproximadamente 860 espécies em 83 géneros, tendo membros cultivados em todo o mundo
devido as suas frutas e sementes comestiveis, propriedades medicinais, madeira valiosa e
também como recurso paisagistico. Alguns frutos de espécies de Anacardiaceae, tais como
manga (Mangifera indica), pistache (Pistacia vera) e caju (Anacardium occidentale), séo

apreciados em todo o mundo, enquanto outros frutos como umbu (Spondias tuberosa), a
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marula da Africa (Sclerocarya birrea) e os frutos do Antrocaryon s&o restritos ao cultivo e
consumo localizados (PELL, 2009).

Schinus terebinthifolia Raddi é uma espécie nativa do continente Sul-americano,
sendo encontrada na Argentina, Paraguai, Uruguai e nos estados brasileiros de Sergipe,
Paraiba, Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Parang, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Santa Catarina e S&o Paulo
(EMBRAPA, 2016). Trata-se de uma planta medicinal conhecida no Brasil como aroeira da
praia e utilizada na medicina popular como antitérmica, analgésica, depurativa e no
tratamento de doencas do sistema urogenital, infeccBes, Ulceras de pele, aléem de disturbios
gastrintestinais (CARVALHO et al., 2013; SILVA et al., 2018; ULIANA et al., 2016).

Em estudos etnobotanicos, como o realizado na comunidade quilombola
Salamina/Putumuju em Maragogipe, Bahia, ela aparece na lista de plantas citadas, onde foi
relatada que as partes utilizadas para fins medicinais séo entrecasca e folhas, sendo preparadas
na forma de chd ou p6é e usados em banhos de asseio, feridas e problemas intestinais
(LISBOA et al., 2017). Pesquisas sobre a importancia medicinal desta planta também
relataram o uso de decocto das folhas e suco de raizes maceradas para tratamento de tumores
(MORS et al., 2000; MORTON et al., 1978).

A éarvore possui até 12 m de altura, com tronco de até 60 cm de didmetro, casca
externa de coloracdo acinzentada (com fissuras longitudinais estreitas) e casca interna de
coloracdo rosada e textura fibrosa. Suas folhas apresentam estrutura imparipinada, com
namero impar de foliolos e apenas um foliolo na extremidade. Sdo folhas compostas, alternas,
com raque e peciolo alado, possuindo de 7 a 11 foliolos. A raquis, com ala estreita entre 0s
pares de foliolos, é a principal caracteristica para sua identificacdo. Os foliolos sdo sésseis,
oblongo-elipticos a obovalados, com 4&pice agudo, base assimétrica, consisténcia
membranacea, nervura central proeminente na face abaxial, margem inteira a serreada,
medindo de 1 a 3 cm de largura por 2,5 a 6 cm de comprimento, sendo os brotos jovens
avermelhados (FONSECA et al., 2017). Algumas dessas caracteristicas podem ser observadas

na Figura 5.

2.2.1 Constituintes quimicos e atividades bioldgicas

As propriedades de S. terebinthifolia foram descritas ja na primeira edicdo da
Farmacopeia brasileira, publicada em 1926 (CARVALHO et al., 2013). Além do seu uso na
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medicina popular, devido as diversas atividades bioldgicas apresentadas, ja existem no
mercado alguns medicamentos fabricados a base de S. terebinthifolia, como por exemplo, gel
vaginal fabricado a partir da casca, sendo indicado no tratamento das cervicites, vaginites e
cérvico-vaginites. Existem também os comprimidos, indicados para gastrite (SANTOS et al.,
2010).

(A) Arvore localizada em frente ao Departamento de Patologia, na Universidade Federal de Pernambuco, Recife-
PE. (B) Folhas e caule da planta, mostrando as fissuras longitudinais. (C) Folhas jovens, de coloracdo
avermelhada. (D) Folha imparipinada. Fotos: A autora.
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Um estudo clinico realizado por Santos et al. (2010) comparou a eficécia e
seguranca de comprimidos de S. terebinthifolia (dose de 233,6 mg, 2 vezes/dia) com 0s
comprimidos de omeprazol (20 mg, 2 vezes/dia), administrados durante quatro semanas em
pacientes com sintomas dispépticos associados a gastrite. A verificacdo da eficacia foi feita
através do desaparecimento ou melhora dos sintomas, tais como dor epigastrica, azia, nausea
e saciedade precoce e pela melhora dos achados endoscopicos e histopatologicos. Chegou-se a
conclusdo que a terapia oral com aroeira apresentou ligeira vantagem sobre o tratamento com
omeprazol, na melhora dos sintomas relacionados a gastrite, além da vantagem de ser um
fitomedicamento, que pode ser usado por um periodo mais prolongado, sem apresentar
complicacdes conhecidas.

Para testar a eficacia e a tolerancia do gel vaginal de S. terebinthifolia no tratamento
da vaginose bacteriana, Amorim e Santos (2003) realizaram um ensaio clinico randomizado e
duplo-cego, com um grupo que fez uso do gel vaginal de aroeira e outro que usou placebo.
Foi encontrada uma taxa de cura para vaginose bacteriana de 84% no grupo que usou o gel de
aroeira e 47,8% no grupo placebo, além de uma frequéncia significativamente maior de
lactobacilos na colpocitologia entre as pacientes tratadas com aroeira (43,5%) em relacdo ao
placebo (4,3%), indicando a seguranca e eficacia do gel no tratamento da vaginose bacteriana,
além dos efeitos benéficos na microbiota vaginal.

Outro estudo clinico, piloto, duplo cego e randomizado, realizado por Silva et al.
(2016), avaliou 0 uso de uma pomada de aroeira em orabase a 30%, preparada a partir do
extrato hidroetanolico das folhas, no tratamento da mucosite oral em pacientes com cancer de
cabeca e pescoc¢o, submetidos a radioterapia e/ou radioterapia associada a quimioterapia. As
pomadas dos dois grupos foram produzidas com aparéncia e forma semelhantes, sendo o
placebo sem o principio ativo. Doze pacientes foram divididos em dois grupos e foram
orientados a aplicar a pomada trés vezes por dia. Percebeu-se que o uso da aroeira, apesar de
ndo demonstrar eficacia no tratamento da mucosite, apresentou uma porcentagem significativa
(50%) de reducdo da dor.

Rosas et al. (2015) investigaram o efeito anti-inflamatério do extrato hidroalcéolico
da folha de S. terebinthifolia em camundongos Swiss machos, avaliando a influéncia do
mesmo na migracdo neutrofilica, em modelo de artrite induzida por zimosana. Foi constatada
uma inibicdo do influxo de neutrofilos, além da reducdo de mediadores inflamatérios. A
grande vantagem observada foi que a administracéo oral do extrato ndo induziu dano gastrico

e letalidade, em contraste com os ratos que receberam diclofenaco de potéssio. Tendo em
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vista que a analise fitoquimica revelou o acido galico como um dos principais componentes
fendlicos do extrato, foi avaliado o efeito desse composto na quimiotaxia de neutréfilos
humanos. O &cido galico ndo foi citotoxico nas concentracOes testadas, ao tempo que foi
capaz de reduzir significativamente a quimiotaxia, levando a acreditar que ele seja um dos
componentes bioativos do extrato.

Cole et al. (2014) analisaram a composicao do 6leo essencial dos frutos maduros de
S. terebinthifolia, encontrando uma grande porcentagem de monoterpenos, seguidos de
sesquiterpenos. Esse 6leo essencial foi ativo contra cepas bacterianas de origem hospitalar
(Escherichia coli, Pseudomonas sp., Klebsiella oxytoca, Corynebacterium sp.,
Staphylococcus aureus, Enterobacter sp., Enterobacter agglomerans, Bacillus sp., Nocardia
sp. e Streptococcus grupo D), sendo as gram-positivas mais suceptiveis.

Uma mesma planta pode apresentar diferentes quantidades de metabdlitos
secundarios, dependendo da sazonalidade, periodo circadiano, idade, desenvolvimento,
nutrientes e dgua no solo. Com o objetivo de avaliar a variedade de compostos volateis das
folhas de S. terebinthifolia, Carneiro et al. (2017) coletaram amostras em diferentes cidades
(Salvador -BA, Macei6 -AL, Teresina-Pl, Jodo Pessoa-PB, Séo Luis-MA, Recife-PE,
Fortaleza-CE, Natal-RN e Aracaju-SE) e analisaram por meio de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa. Com os fingerprints cromatogréaficos, foram
identificados os principais componentes nas diferentes amostras e as variagdes na composicéo
guimica. Com base nos resultados, as amostras foram distribuidas em trés grupos: Grupo A,
amostras dos estados de RN, PB, SE, PE e AL, que apresentaram careno como composto
principal; Grupo B, amostras do estado de CE, apresentando felandreno, e Grupo C contendo
amostras dos estados de PI, MA e BA apresentando limoneno.

Piccinelli et al. (2015) verificaram as acdes anti-hiperalgésicas e antidepressivas do
o0leo essencial e dos monoterpenos, (R)-(+)-limoneno e a-felandreno isolados de frutos de S.
terebinthifolia, administrados via oral, na dor neuropatica induzida em ratos. Tanto o dleo
guantos os compostos puros reduziram a hipernocicepcdo mecanica e comportamento
depressivo (imobilidade). Destaca-se o fato de 15 dias de tratamento com o 6leo essencial
(100 mg/kg) e com os compostos isolados (10 mg/kg) néo ter alterado a atividade locomotora
dos ratos, quando comparada com animais tratados apenas com veiculo.

Santos Janior et al. (2010) avaliaram o potencial antitumoral do extrato metanolico
das folhas de S. terebinthifolia, na concentracdo de 125 pug/mL, em linhagens celulares de

tumor de pele murino (B16), leucemia humana (HL-60), adenocarcinoma mamario humano
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(MCF-7) e tumor de célon humano (HCT-8). Para essas linhagens, foi constada uma inibicéo
de 71,7%. 99,9%, 97,7% e 100%, respectivamente.

Os efeitos antiproliferativos de polifendis purificados das folhas dessa planta
também foram invetigados, frente a linhagem celular de carcinoma prostatico humano
(DU145). A fracdo F3 purificada a partir do extrato causou uma inibi¢do na 30 vezes maior
em comparacao com o extrato bruto. Anélise realizada através de citometria de fluxo mostrou
que essa fracdo contendo polifenois induziu parada de ciclo celular GO/G1 e apoptose via
estimulacao de caspase 3 (QUEIRES et al., 2006).

Avaliacdo fitoquimica revelou que extrato salino das folhas de S. terebinthifolia
possui proantocianidinas poliméricas, flavonoides heterosideos e agliconas, taninos
hidrolisaveis e principalmente derivados de acido cindmico. Esse extrato foi capaz de causar
danos ao intestino médio de larvas de Aedes aegypti, mosquito transmissor da dengue,
chikungunya e virus Zika. Células do intestino médio (digestivas, regenerativas e
enteroenddcrinas) tiveram seu nimero significativamente reduzido em larvas incubadas com
0 extrato salino. Os metabolitos secundarios do extrato foram semi-puricados em trés fracdes,
F1 (acido cindmico e derivados), F2 (flavonoides) e F3 (taninos hidrolisaveis), por extracao
em fase sélida e ficou constatado que F1 e F2 continham compostos responsaveis pelo efeito
larvicida do extrato (PROCOPIO et al., 2015).

S. terebinthifolia e outras plantas da familia Anacardiaceae tém sido descritas como
fontes de agentes com atividade antinociceptiva. Esse é o tema de uma revisdo sistematica

apresentada na secdo 4.2 da presente tese.

2.3 LECTINAS

As lectinas constituem um grupo de proteinas que tem sido muito investigado por
apresentar diferentes atividades bioldgicas, podendo ser isoladas a partir de plantas (THAKUR
etal., 2017), animais (CASTANHEIRA et al., 2017) e microrganismos (SINGH et al., 2017)
(WANG et al., 2000). Comecaram a ser estudadas no final do século XIX, quando notou-se a
presenca de proteinas que aglutinavam eritrocitos, sendo referidas como hemaglutininas ou
fitoaglutininas. A primeira lectina foi descrita por Stillmark em 1888, isolada a partir
sementes da arvore de ricino (Ricinus communis) e sendo chamada de ricina (SHARON; LIS,
2004).

As lectinas possuem pelo menos um dominio nédo catalitico capaz de se ligar de forma

reversivel e especifica a mono, oligo ou polissacarideos. E devido a essa capacidade de
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ligagdo com as porcbes de carboidratos na superficie das células, que essas proteinas sdo
reconhecidas por sua atividade aglutinante (LAM; NG, 2011). Assim, um dos testes
realizados para detectar a presenca de lectina em uma amostra € o ensaio de hemaglutinacao,
no qual essas proteinas interagem, por meio de seus sitios de ligacdo, com os carboidratos
presentes na superficie dos eritrocitos, formando uma rede. Para tal, utiliza-se eritrdcitos
tratados enzimaticamente (tripsina, papaina) ou quimicamente (glutaraldeido ou formaldeido)
e que podem ser provenientes de sangue humano (BOSE et al., 2016) ou de outras espécies,
como por exemplo, de coelho (BROSSON et al., 2017).

Devido & capacidade de interagirem com carboidratos, as lectinas podem ser
exploradas em diferentes areas da biologia e medicina (SILVA et al., 2010), como por
exemplo: investigacdo da estrutura de glicoproteinas e carboidratos em células (ITAKURA et
al., 2017); empregadas na purificacdo e caracterizacdo de polissacarideos e glicoconjugados
(NAPOLEAO et al., 2013); estimulagdo da mitogénese de linfécitos (VALADEZ-VEJA et
al., 2011); caracterizagdo de grupos sanguineos (MAHAJAN et al., 2017); combate a
patégenos de animais e plantas (SILVA et al., 2016; PROCOPIO et al., 2017); controle de
insetos vetores de doencas e pragas agricolas (OLIVEIRA et al., 2016; LIMA et al., 2017);
como biomarcadores de células anormais e no desenvolvimento de sistemas de administracdo
de farmacos (COELHO et al., 2017; HASHIM et al., 2017; POIROUX et al., 2017).

Dentre as atividades bioldgicas descritas para as lectinas, destacam-se a
antimicrobiana (RAMOS et al., 2014; MOURA et al., 2015, 2017; SILVA et al., 2016;
PROCOPIO et al., 2017; PALHARINI, 2017), anti-helmintica (GAOFU et al., 2008),
inseticida (COELHO et al., 2009), nematicida (MEDEIROS et al., 2017), imunomoduladora
(BRITO et al., 2017; PATRIOTA et al., 2017), anti-inflamatoria e analgésica (ARAUJO et
al., 2011; BEZERRA et al., 2014), antiviral (FANG et al., 2010; HOPPER et al., 2017; MU et
al., 2017), vasorelaxante (BARROSO-NETO et al., 2016) e antitumoral (FIGUEIROA et al.,
2017; GONDIM et al., 2017; PALHARINI et al., 2017).

2.3.1 Lectinas com atividade anticancer

Estudos tém demonstrado a atividade citotoxica de lectinas sobre uma grande
variedade de células malignas. Vérias lectinas que possuem atividade anticancer ligam-se a
membranas celulares de células malignas ou a seus receptores, causando apoptose e inibi¢do
do crescimento tumoral (CUNHA, 2014). A Tabela 1 mostra algumas dessas lectinas que

foram estudadas quanto ao seu potencial citotoxico para células cancerosas.



Tabela 1- Lectinas com atividade citotdxica sobre células tumorais
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Lectina Origem Dose I}'Sr:]]i?::n Inibicao Referéncia
In vitro
Sementes de
cMoL Moringa 9,72 uM B16-F10 50% Luz et al. (2017)
oleifera
pCramoll e Sementes de 100 ug/mL e PC-3 >90% Figueir6a et al.
rCramoLL Cratylia mollis 300 pg/mL (2017)
0
Sementes de 25 pg/ml A375 % Lacerda et
PLUN Phaseolus 50 pg/mL 41% al.(2017)
lunatus L 100 pg/mL 73%
- 0,
Latex de MDP,E l?/IB i Palharini et al
Eutirucalina Egphorb_la 100 pg/mL. 231 25,5% (2017)
tirucalli
MCF-7 32,5%
Sementes
ConVv de Canavalia 100 pg/mL Glioma C6 50% Osterne etal.
virosa (2017)
Molusco
CGL Crm;‘;‘;‘i’lus 200 pg/mL MCF-7 33% | Liaoetal. (2016)
grayanus
Sarcoma 180 85,2%
0,
PTL B_ulbo_s daerva 40 pg/mL HelLa 74,6% Zuo et al. (2012)
Pinellia ternata
K562 59,4%
Corpos 8 uM L1210
Lectina de G frutiferos do
' cogumelo 16,5 uM HepG2 50% Ngai e Ng (2004)
capense
Ganoderma
capense 12,5 uM M1
In vivo
rezgr;abr?rcn)elxte Sementes de
1 1 0,
livre Cratylia mollis 7 mg/kg por 7 59% Cunha et al.
c I dias Sarcoma 180 (2016)
rezor;abr?r(n)ate Sementes de
Cratylia mollis 75%
encapsulada
0,85 mg/kg por 0
10 dias 15,6%,
Bulbos daerva | 230 mg/kg por
PTL Pinellia ternata 10 dias Sarcoma 180 32,1% Zuo et al. (2012)
3,25 mg/kg por o
10 dias 36.2%
Corpos
-0rp Sarcoma 180 88.46%
frutiferos do
1,5 mg/kg por Wang et al.
POL cogumelo 20 dias Henat (2000)
Pleutotus epatoma 75,42%
22 :
ostreatus

Fonte: A autora. A375-melanoma humano; B16-F10- melanoma murino; Hela- adenocarcinoma cervical
humano; HepG2- hepatoma humano; K562- leucemia humana; L1210- leucemia murino; M1-leucemia murino;
MDA-MB-231-carcinoma mamario humano; MCF-7-adenocarcinoma mamario humano; PC-3- adenocarcinoma

prostatico humano.
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As células tumorais exibem uma grande quantidade de O-glicanos ligados a
superficie de suas membranas e determinadas glicoproteinas (antigenos T e Tn) e
glicolipideos (antigenos Lewis a, Lewis x e Forssman) servem como marcadores Uteis no
diagnostico (deteccdo histoquimica em bidpsias) e prognostico do cancer. Lectinas de plantas
podem ser usadas no reconhecimento desses antigenos. Por exemplo, a lectina jacalina,
purificada de sementes de Artocarpus integrifola, reconhece os antigenos T/Tn. Além de
serem usadas para o diagnostico, lectinas ligadoras de antigenos T/Tn podem induzir apoptose
dependente de caspases em celulas tumorais, inibindo a proliferacdo (POIROUX et al., 2017).

A apoptose pode ser executada por uma familia de cisteino-proteases conhecidas como
caspases, sendo a caspase-3 uma protease fundamental nesse processo, associada a
fragmentacdo do DNA. A ativacdo da caspase-3 pode ser mediada por via intrinseca
(mitocdndria), extrinseca (receptor de morte), ou mediada pelo estresse do reticulo
endoplasmatico (RE). E possivel verificar qual dessas vias foi ativada, levando a a ativagio da
caspase-3, atraves da avaliacdo da atividade de caspases-9, -8 e -4, respectivamente (HUANG
et al., 2011). Assim, a determinacdo da atividade dessas caspases pode ajudar a elucidar o
mecanismo de acdo das lectinas com atividade antitumoral.

SVL, uma lectina isolada dos tubérculos de Sauromatum venosum (popularmente
conhecida como lirio vudu), foi capaz de inibir significativamente linhagens celulares de
tumores murinos e humanos. Nesse estudo foram testadas as seguintes linhagens: WEHI-279
(linfoma de células B), J774 e P388D1 (linhagens cancerigenas de macréfagos) e A-20
(linfoma de células T), com inibicdo de 84,6%, 81%, 74% e 47%, respectivamente. Com
relagdo as linhagens humanas, T47D (carcinoma mamario), SiHa (carcinoma cervical), SK-N-
MC (Neuropitelioma), SK-N-SH (neuroblastoma), SW-620 (carcinoma de colon), HT-29
(carcinoma de célon), HEP-2 (figado), OVCAR-5 (ovério), PC-3 (adenocarcinoma
prostatico), foi verificado um efeito citotoxico da lectina em concentracdes de 20 a 120
pug/mL e que, com excegdo das linhagens do sistema nervoso, os indices de inibicdo foram
quase iguais ou maiores que os promovidos pela combinacdo adriamicina/doxorrubicina
(5x10° M), usada como controle (SINGH BAINS et al., 2005).

Yoon et al. (2003) testaram o efeito inibitério da lectina de visco-coreano (Viscum
album coloratum) (KML-C) em metastases de tumores murinos, melanoma (B16-BLS6),
carcinoma de célon (26-M3) e linfoma (L5178Y-ML25). A administracdo da lectina, dois
dias antes da inoculacdo dos tumores B16-BL6 e 26-M3, reduziu a metastase pulmonar,
mesmo usando baixas concentragbes (20 pg ¢ 50 pg por camundongos). Além disso, foi

observado efeito terapéutico da KML-C na metastase de figado e do bago produzida pelas
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células L5178Y-ML25. Observou-se também que quando os camundongos foram tratados
com KML-C, aumentou de forma significativa a citotoxicidade das células Natural Killer
(NK) contra o tumor, 2 dias ap6s o tratamento, e também aumentou a atividade tumoricida
dos macrdéfagos peritoneais, indicando uma atividade imunomoduladora da lectina.

Em estudos anteriores, realizados por Yoon et al. (1999), j& havia sido demostrado
que a KML-C causava morte de células Jurkat, uma linhagem celular derivada a partir da
leucemia de células T humanas, sendo observadas alteracdes morfologicas tipicas de
apoptose, nas células incubadas durante 24 h na presenca de KML-C (20 ng/mL). Além disso,
0 DNA das células tratadas com a lectina foi extraido e analisado por meio de eletroforese em
gel de agarose, sendo observado um padréo de fragmentacdo do DNA dose-dependente.

Concanavalina A (ConA), lectina com sitio de ligacdo especifico para
manose/glicose, exerceu efeito citotoxico sobre o crescimento de células de melanoma
humano (A375), sendo capaz de inibir 50% das células apds 24 h de tratamento com uma
concentracédo de 25 pg/mL. As atividades antiproliferativa foram inibidas quando a ConA foi
previamente incubada com manose, sugerindo o envolvimento do sitio de ligacdo a
carboidrato nessa atividade. Usando microscopia eletrdnica, foi observado gque essa lectina
induziu alteracbes caracteristicas de apoptose nas células tumorais testadas, tais como
condensacdo nuclear e encolhimento na membrana. Além disso, foi demonstrada a morte
celular por via mitocondrial caspase-dependente (LIU et al, 2009).

Outros mecanismos de morte das células tumorais induzida por ConA ja foram
estabelecidos como, por exemplo, a inducdo da morte celular programada dependente de
mitocdndria, apoptose pela sinalizacdo p73-Foxola-Bim e autofagia mediada pela proteina
BNIP3. ConA inibe ainda a sobrevivéncia das células tumorais através da anti-angiogénese,
por meio das cascatas de sinalizacdo IKK-NF-kB-COX-2, SHP-2-MEK-1-ERK e SHP-2-Ras-
ERK. Em hepatomas murinos, ap6s morte mediada por ConA e a ativacdo de linfocitos, os
antigenos tumorais foram processados e apresentados as células T CD4" e CD8" especificas
do antigeno tumoral, por mecanismos restritos ao complexo principal de histocompatibilidade
(MHC), estabelecendo posteriormente a imunidade especifica do tumor e inibindo a formacéo
de novos tumores; ainda, foi prolongado o periodo de sobrevivéncia dos ratos portadores de
tumor, gerando uma memoria imune e levando a uma resisténcia ao mesmo gendtipo tumoral
(Lletal., 2011).

A lectina AAL, isolada do cogumelo comestivel Agrocybe aegerita, é outra proteina
que exerce sua funcdo de supressdo de tumor através da indugdo de apoptose em células

cancerigenas. Com o objetivo de identificar os elementos estruturais essenciais nas
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propriedades antitumorais da AAL, uma série de proteinas mutantes foram projetadas,
purificadas e investigadas quanto a oligomerizacdo. Verificou-se que, para que essa acao
antitumoral ocorra, é necessaria a formacao de dimeros, uma vez que a lectina mutante 125G,
cuja mutacdo leva a dissociacdo do dimero em solucédo, apresentou reducéo na capacidade de
induzir a apoptose. Essa bioatividade depende também da ligagdo com os carboidratos
galactose e glicose. Independentemente desses fatores, foi observada na estrutura dessa
lectina, uma bolsa hidréfobica essencial para essa atividade (YANG et al., 2009).

Através de analise por citometria de fluxo, foi verificado que a lectina de Pinellia
ternata é capaz de causar inibigdo do crescimento celular do sarcoma 180, decorrente da
parada no ciclo celular durante replicacdo do DNA, através do bloqueio da transicdo G1/S e
aumento de G1/G0 (ZUO et al., 2012).

Gondim (2014), ao investigar a possivel acao anticancerigena das lectinas isoladas das
sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia maritima (ConM), Dioclea
lasiocarpa (DLasil) e Dioclea sclerocarpa (DSclerL), constatou que as mesmas foram
efetivas em inibir o crescimento celular das linhagens de células tumorais testadas: células de
carcinoma de ovario humano (A2780), carcinoma caucasiano de pulmdo humano (A549),
MCF7 e PC-3, em concentra¢Ges nanomolar.

A lectina do molusco marinho Crenomytilus grayanus, CGL, teve sua estrutura
elucidada, sendo demonstrada folha-B que se dimeriza em uma estrutura quaternaria em forma
de haltere. Ao testar a citotoxicidade dessa lectina frente as células do cancer de mama da
linhagem MCF-7, verificou-se que a CGL reconhece Gb3 presente na superficie das células
tumorais. Estrutura cristalografica da proteina revelou que a mesma possui um sitio de ligagédo
a carboidratos envolvendo a formacdo de ponte de hidrogénio mediada por histidina e agua e
que cada CGL pode se unir a 3 ligantes, galactose, galactosamina e globotriose Gb3. A lectina
foi previamente marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e através da microscopia
de fluorescéncia foi verificada que a mesma estava ligada a superficie das células (LIAO et
al., 2016).

Cunha et al. (2016), estudando uma lectina recombinante de sementes de Cratylia
mollis (rCramoll) e a lectina purificada diretamente da planta (pCramoll), verificaram um
potencial de inibi¢cdo do sarcoma 180 in vivo que foi intensificado ap0s a encapsulacdo em
lipossomas furtivos, revelando os beneficios do uso dos nanossistemas no carreamento da
lectina. Figueirda et al. (2017) verificaram o mecanismo de agdo das lectinas pCramoll e

rCramoll sobre células PC-3 e constataram que ambas aumentaram a gerac¢do de superoxido
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mitocondrial e a concentracdo de célcio citosolico, com consequente diminuicdo da
fosforilagdo oxidativa e prejuizo a formacéo de ATP, levando a um colapso mitocondrial.

ConV € uma lectina de sementes de Canavalia virosa que foi estudada quanto a
citotoxicidade para células de glioma C6. Verificou-se uma diminui¢do na viabilidade dessas
células tumorais com diminuicdo o potencial de membrana mitocondrial (A%m). Utilizando o
marcador acidotropico laranja de acridina, para verificar organelas vesiculares &cidas, e o
iodeto de propidio (PI), para analise de possivel morte celular por necrose, foi demonstrado
que a ConV induziu autofagia das células do glioma C6 (OSTERNE et al., 2017).

A eutirucalina, lectina isolada do latex de Euphorbia tirucalli, também conhecido
como avel6s, apresentou atividade antiproliferativa para células tumorais HeLa (linhagem
celular derivada de adenocarcinoma cervical humano), PC-3, MDA-MB-231 (linhagem
celular de carcinoma mamario humano) e MCF-7, ndo sendo citotoxica para células normais
como macréfagos e fibroblastos (PALHARINI et al., 2017). A eutirucalina inibiu também o
Carcinoma de Ehrlich Ascitico (CEA), aumentando os niveis de IL-12 e TNF-a. Essa resposta
imune adaptativa € importante na inibicdo do crescimento tumoral e outros trabalhos ja
evidenciaram a relacdo entre o aumento de IL-12 e a inibicdo de CEA (PALHARINI et al.,
2017).

Enquanto diversas lectinas foram relatadas por apresentarem atividade antitumoral, a
lectina de Arachis hypogaea (PNA), ao se ligar a uma glicoproteina transmembrana (isoforma
CD44v6) em células de cancer de colon HT29 e T84 causou efeito proliferativo. Esse efeito
se deve ao fato da ligacdo de PNA com o antigeno Thomsen—Friedenreich, presente em
CD446v, causar um aumento de 6 vezes na fosforilacdo do c-Met, que codifica uma proteina
conhecida como receptor do fator de crescimento de hepatocito, com subsequente ativacao da
proteina quinase ativadas por mitdgeno p4/pd2 (MAPK). Ativacdo de MAPK nédo foi
obsevada em células de cancer de cdlon Caco2, que carecem de CD44v6 (SINGH et al.,
2006).

Luz et al. (2017), ao estudarem o efeito citotoxico da lectina coagulante de sementes
de Moringa oleifera (cMoL) sobre linhagem celular derivada de melanoma murino (B16-
F10), verificaram que a lectina foi capaz induzir necrose dessas células tumorais. Foi
constatado ainda que cMoL aumentou a producdo de espécies reativas de oxigénio
mitocondriais e promoveu ativacdo de caspases 3, 8 e 9 em células B16-F10, sugerindo que
esta lectina induz também morte celular por apoptose de maneira caspase-dependente.

Uma lectina do tipo C, ligadora de galactose, purificada a partir de veneno da cobra

Bothrops leucurus (BLL), tambem exibiu atividade antitumoral em células B16-F10.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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Tratamento com BLL causou morte celular por necrose através da desregulacdo da
homeostase celular do Ca®* e abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
induzida por Ca®*. Foi constatado também que BIL ndo diminuiu a viabilidade de células ndo
tumorais HaCaT, queratinécitos humanos (ARANDA-SOUZA et al., 2014).

2.3.2 Lectinas com atividade antinociceptiva

As lectinas também tém apresentado atividade antinociceptiva. Uma lectina isolada de
sementes de Canavalia grandiflora apresentou potencial para novas terapias analgésicas e
anti-inflamatorias, por ter sido capaz de inibir a migracdo neutrofilica e a hipernocicepcao
inflamatéria (NUNES et al., 2009). Lectina purificada de sementes de Lonchocarpus
campestris (LCaL) também apresentou efeito inibitério na nocicepcdo inflamatoria. Quando
administrada em camundongos Swiss machos, na dose 10 mg/kg, causou uma diminuicéo de
37% e 73% no tempo de lambida da pata na primeira e segunda fase do teste da formalina,
respectivamente, além de reduzir a resposta hiperalgésica provocada pela carragenina. Nas
doses 0,1 mg/kg, 1 mg/kg e 10 mg/kg reduziu o nimero de contor¢des abdominais induzidas
por acido acético (PIRES et al., 2019).

Campos et al. (2016) estudaram o efeito antinociceptivo da lectina de folhas de
Bauhinia monandra (BmoLL) em camundongos Swiss machos. Foi constatado que, nas
doses 15, 30 e 60 mg/kg, a lectina administrada por via intraperitoneal reduziu
significativamente o nimero de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético em 43,1,
50,1 e 71,3%, respectivamente. BmoLL, nas doses 30 e 60 mg/kg, aumentou também o
tempo de laténcia dos camundongos sobre a placa quente, 90 minutos ap6s a administragao. O
efeito analgésico da lectina foi atribuido a um mecanismo periférico, através da inibicdo de
mediadores inflamatdrios, e central, através da interacdo lectina-carboidrato e receptores
celulares.

Uma lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides (CcL), administrada nas
doses 0,1, 1 e 10 mg/kg, inibiu a nocicepcao inflamatdria na articulagdo temporomandibular
de ratos Wistar machos, através da inibicdo de TNF-a, interleucina 1B (IL-1B),
ciclooxigenase-2 (COX-2) e molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e
independentemente do sistema canabinoide e opioide e da via o0xido nitrico sintase (NOS)/
guanilato ciclase soltvel (sGC)/ proteina quinase G (PKG)/ canal de potassio sensivel ao ATP
(RIVANOR et al., 2018).
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A lectina AEL, isolada de sementes de quiabo (Abelmoschus esculentus), nas doses
0,001, 0,01 e 0,1 mg/kg via intravenosa (i.v.), reduziu a hipernocicepgdo da articulagédo
temporomandibular (induzida por injecdo intra-articular de formalina) em ratos Wistar
machos, de forma dependente da ativacao central dos receptores opidides 6 e k (ALVES et al.,
2018). AEL também foi capaz de reduzir a hipernocicepcdo inflamatéria da articulacéo
temporomandibular induzida por zimosana, em ratos Wistar machos, em todas as doses
testadas (0,01, 0,1 ou 1 mg/kg i.v.). Esse efeito antinociceptivo envolve a inibicdo do TNF-a
e da IL-1P e depende da integridade da via heme oxigenase-1 (HO-1) (FREITAS et al., 2016).

Tendo em vista que a dor relacionada ao cancer é um grande problema de saude
publica em todo o mundo, devido ao forte impacto na qualidade de vida de pacientes e 0s
efeitos colaterais das opcdes terapéuticas existentes, varias substancias tém sido estudadas
guanto a suas propriedades terapéuticas, especialmente sua importancia no controle de
condicGes dolorosas, em modelos de nocicep¢do induzida por células tumorais em roedores
(GUIMARAES et al., 2015). Porém, ndo foram encontrados estudos da avaliacio

antinociceptiva de lectinas relacionados ao sarcoma 180.
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3 RESULTADOS

Os resultados dessa pesquisa sao apresentados na forma de artigos.

3.1 ARTIGO 1 - ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DE PLANTAS DA FAMILIA
ANACARDIACEAE: REVISAO DE LITERATURA
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Pharmacy)

VOLUME99 NUMERO1 JANEIRO—ABRIL 2018

REVISTA BRASILEIRA DE FARMACIA

Brazilian Journal of Pharmacy

WWW.RBFARMA.COM.BR  ISSN (online) 2176-0667



42

Atividade antinociceptiva de plantas da familia Anacardiaceae: revisao de literatura
Dalila de Brito Marques Ramos™? & Thiago Henrique Napole&o?”

L2Campus Amilcar Ferreira Sobral, Universidade Federal do Piaui, Floriano, Piauf, Brasil.
Departamento de Bioquimica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brasil.
*Autor para correspondéncia. E-mail: thiagohn86@yahoo.com.br

Resumo

A dor é um dos problemas que mais interferem na qualidade de vida de muitas pessoas e seu
tratamento é um dos maiores desafios ja& que, em muitas condi¢cbes, os medicamentos
atualmente disponiveis sdo ineficazes, causam dependéncia e/ou possuem fortes efeitos
colaterais. Nesse cenario, tem-se investigado uma variedade de produtos naturais quando a
atividade antinociceptiva. O objetivo desta revisdo foi fazer um levantamento de estudos
realizados que avaliaram a atividade antinociceptiva de plantas da familia Anacardiaceae,
uma das mais promissoras como fontes de compostos bioativos. Foram encontradas diversas
espécies que foram estudadas quanto ao seu potencial antinociceptivo, distribuidas nos
géneros Anacardium, Antrocaryon, Lannea, Lithraea, Mangifera, Myracrodruon, Pistacia,
Rhus, Schinopsis, Schinus, Semecarpus e Toxicodendron. Dentre 0os compostos avaliados ou
possivelmente relacionados com os efeitos antinociceptivos estdo &cidos anacéardico,
chiquimico, vanilico, galico e pistagrémico, mangiferina, R-(+)-limoneno e a-felandreno,
bem como outros compostos pertencentes as classes dos acidos fenolicos, flavonoides,
alcaloides, glicosideos, taninos, chalconas, catequinas, triterpenoides e esteroides. Em
conclusdo, as plantas de Anacardiaceae constituem potenciais fontes de opcdes terapéuticas
para o tratamento da dor.

Palavras-chave: Nocicepcao, Produtos naturais, Dor.

Abstract
Pain is one of the problems that most affect the life quality of many people and its treatment is
one of the biggest challenges in Medicine since, under many conditions, the drugs currently

available are ineffective, cause dependence and/or have strong side effects. In this scenario, a
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variety of natural products have been investigated for antinociceptive activity. The objective
of this review was to make a survey of studies that evaluated the antinociceptive activity of
plants from the family Anacardiaceae, one of the most promising as sources of bioactive
compounds. Several species have been studied for their antinociceptive potential, distributed
in the genera Anacardium, Antrocaryon, Lannea, Lithraea, Mangifera, Myracrodruon,
Pistacia, Rhus, Schinopsis, Schinus, Semecarpus and Toxicodendron. Among the compounds
evaluated or possibly related to the antinociceptive effects are anacardic, shikimic, vanillic,
gallic and pistachioic acids, mangiferin, R-(+)-limonene and a-phellandrene, as well as other
compounds belonging to the classes of phenolic acids, flavonoids, alkaloids, glycosides,
tannins, chalcones, catechins, triterpenoids and steroids. In conclusion, the plants of

Anacardiaceae are potential sources of therapeutic options for the treatment of pain.

Keywords: Nociception, Natural products, Pain.

1. Introducéo

A familia Anacardiaceae compreende 83 géneros, subdivididos em cinco tribos
(Anacardieae, Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae), que compreendem 860
espécies (Christenhusz & Byng, 2016; Correia, David & David, 2006). Inclui géneros
economicamente importantes como Mangifera, Anacardium e outros com importancia
medicinal, como Myracrodruon e Schinus (Ariyarathne et al., 2017; Oliveira et al., 2017,
Taiwo et al., 2017; Torres, Lima & Ueda, 2016). Extratos e compostos isolados de espécies
dessa familia apresentam diversas atividades, tais como hipoglicémica (Diatta et al., 2017),
neuroprotetora (Shrestha et al., 2013), leishmanicida (Carvalho et al., 2017), hepatoprotetora,
nefroprotetora (Tlili et al., 2016), anti-inflamatoria e analgésica (Santos et al., 2018a).

Apesar dos grandes progressos na medicina, a dor ainda é um dos problemas que mais
interferem na qualidade de vida de muitas pessoas (Luo et al., 2017). A Associacao
Internacional para o Estudo da Dor (International Association for the Study of Pain) define
dor como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada com dano tecidual
real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano” (Vallath, Salins & Kumar, 2013).
Mecanismos periféricos e centrais estdo envolvidos na transmisséo dolorosa. Fibras nervosas
Ad e C possuem nociceptores em suas terminagdes, que sao capazes de traduzir estimulos dos
tipos térmico, quimico ou mecanico em estimulos elétricos, sendo transmitidos até o sistema

nervoso central e interpretados no cortex cerebral como dor. A estimulacdo persistente de
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nociceptores causa dor espontanea e redugéo do limiar de sensibilidade, resultando em um
quadro de hiperalgesia (Rocha et al., 2007). O tratamento da dor € um dos maiores desafios ja
que, em muitas condi¢bes, os medicamentos atualmente disponiveis sdo ineficazes, causam
dependéncia e/ou possuem fortes efeitos colaterais (Manglik et al., 2016).

Nesse contexto, os cientistas tém explorado uma variedade de produtos naturais como
tratamentos alternativos, os quais se mostram farmacologicamente promissores devido a
complexidade quimica de seus componentes (Santos et al., 2018b). Os produtos naturais com
potencial efeito analgésico podem ser usados isoladamente ou em combinacdo para reduzir
alguns dos efeitos colaterais relacionados aos analgésicos tradicionais, reduzindo as dosagens
sem afetar a eficécia (Hishe et al., 2018).

O objetivo desta revisdo sistematica foi fazer um levantamento de estudos realizados
que avaliaram plantas da familia Anacardiaceae, em modelos experimentais, como fontes de
compostos que apresentam atividade antinociceptiva. Adicionalmente, sdo descritos
brevemente os principios dos métodos de avaliacdo de atividade antinociceptiva utilizados nos

estudos encontrados.

2. Metodologia

A pesquisa foi realizada entre setembro e novembro de 2018 nas bases de dados
PubMed, Scopus, Science Direct e Web of Science, usando os termos de pesquisa
“Anacardiaceae” e “antinociceptive activity” sem restricdo quanto ao ano de publicag&o.
Somente foram avaliados artigos com texto completo disponivel on-line. Foram excluidas

revisdes bibliogréficas e estudos etnobotanicos.

3. Resultados

Foram encontradas diversas espécies da familia Anacardiaceae que haviam sido
estudadas quanto ao seu potencial antinociceptivo (Tabela 1), distribuidas nos géneros
Anacardium, Antrocaryon, Lannea, Lithraea, Mangifera, Myracrodruon, Pistacia, Rhus,
Schinopsis, Schinus, Semecarpus e Toxicodendron. Os modelos animais utilizados nesses
estudos foram: teste de contor¢bes abdominais induzidas por &cido acetico, teste de
contorgdes abdominais induzidas pela p-benzoquinona, teste da formalina, teste da placa
quente, teste de hiperalgesia mecanica, teste de nocicepcdo induzida por capsaicina, teste de

nocicep¢do induzida por cinamaldeido, teste de imersdo da cauda, teste de nocicepcédo
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induzida por glutamato e leséo por constrigdo cronica. Inicialmente, apresentaremos algumas
informagdes sobre esses modelos experimentais e, em seguida, os dados obtidos na reviséo

sistematica, separados por género botanico.

3.1. Modelos experimentais

O modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético € bastante utilizado
por ser considerado de facil e rapida execucdo, ndo necessitando do uso de equipamentos
especiais. Nele, uma injecdo por via intraperitoneal (i.p.) de &cido acético leva a liberacdo de
citocinas como TNF-a (fator de necrose tumoral o) e IL-1p (interleucina 1B) e de quimiocinas
gue atuam em sinergia ativando os nociceptores e induzindo as contor¢des, cujo nimero é
registrado durante 20 minutos (Aragdo et al., 2017; Pavao-de-Souza et al., 2012). O teste é
comumente utilizado para avaliar agentes de atuacdo periférica que atuam através da inibicao
desses mediadores inflamatérios (Al-Sayed & Abdel-Daim, 2018; Masroor et al., 2018; Luo
et al., 2017). No teste de contor¢bes abdominais induzidas pela p-benzoquinona, os animais
sdo tratados e, apds 1 hora, recebem uma injecdo via i.p. da solugdo de p-benzoquinona. Apds
5 minutos, o nimero de contor¢des abdominias é contado por 15 a 20 minutos (Akkol et al.,
2018; Zucoloto et al., 2017).

O teste da formalina é realizado através da injecdo subplantar de uma solucdo de
formalina e compreende duas fases, nas quais sdo quantificados os comportamentos
nociceptivos, como o nimero de elevacBes da pata. A primeira fase (aguda ou neurogénica)
inicia imediatamente apds a injecdo da formalina e dura até 10 minutos, relacionando-se com
a estimulacdo quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e das fibras do
tipo Ad, ocorrendo a liberagdo de aminodcidos excitatorios, 6xido nitrico e substancia P. Na
segunda fase (tardia ou inflamatoria), entre 15 e 60 minutos, ocorre a liberacdo de mediadores
pré-inflamatérios, como bradicinina, prostaglandinas e serotonina (lvanova et al., 2018;
Izquierdo et al., 2013; Silva et al., 2013). Assim, € possivel avaliar se a inibicdo da dor ocorre
por mecanismos centrais (fase inicial), periféricos (fase tardia) ou ambos (Sawada et al.,
2014).

O teste da placa quente mostra uma resposta do animal a um estimulo térmico que é
associado a neurotransmissdo central (Batista et al., 2016). Os animais sdo colocados em
placa aquecida em torno de 55 °C e € registrado, em segundos, o tempo decorrido até que eles
reajam através de lambida da pata ou saltos (Bridi et al., 2016). Nesse, e em outros testes,

pode-se avaliar um possivel envolvimento do sistema opioide no efeito antinociceptivo,
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administrando-se naloxona por via i.p., antes da administracdo da substancia a ser testada
(Siddiqui et al., 2016).

No teste de hiperalgesia mecanica, o limiar de sensibilidade a dor é medido apds
injecdo de substancias que induzirdo um quadro de alodinia, como carragenina ou
prostaglandinas, na pata traseira dos animais, seguida da aplicagdo de uma presséo crescente
usando um dispositivo transdutor de forca (analgesimetro), até que seja observada uma reagdo
nociceptiva, como a retirada da pata. Esse valor é entdo registrado em gramas (Silva et al.,
2018; Guimaraes et al., 2015).

No teste da nocicepgéo induzida por capsaicina, 0s animais sdo tratados com a amostra
a ser avaliada e, entre 30 minutos e 1 hora apds o tratamento, recebem uma injecéo
intraplantar de capsaicina, que é agonista do receptor de potencial transitorio vaniloide do
tipo 1 (TRPV1). Ap6s 5 minutos, os animais sdo observados e é quantificado o tempo de
lambedura da pata injetada, como indicacdo de nocicepcdo. Para analisar o possivel
envolvimento da inibicdo do receptor TRPV1 na antinocicepgéo, utiliza-se um antagonista
desse receptor, o ruténio vermelho. Esse teste avalia o efeito das substancias contra a
nocicep¢do neuropatica, na qual ha alteracdo do funcionamento do sistema nervoso (Xue et
al., 2019; Fongang et al., 2017). O teste de nocicepg¢do induzida por cinamaldeido avalia o
envolvimento do receptor de potencial transitério com dominios anquirina 1 (TRPAL). Os
animais sdo tratados e ap6s 15 min recebem uma injecdo intraplantar de cinamaldeido,
agonista desses receptores. Em seguida, 0 tempo que os animais passam lambendo a pata
injetada € monitorado por 5 min (Dallazen et al., 2018).

No modelo de nocicepcdo induzida por glutamato, os animais sdo tratados com as
substancias a serem testadas e o glutamato é entdo injetado na pata do animal; nos 15 minutos
seguintes, o nimero de lambidas ou o tempo gasto lambendo a pata é quantificado (Carvalho
et al., 2018; Imam & Moniruzzaman, 2014). O glutamato causa nocicep¢ao por ativacao de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA\) e receptores ndo-NMDA, com o envolvimento da
via L-arginina-Oxido nitrico, sendo uma resposta de acdo periférica local, medular e
supraespinal (Beirith, Santos & Calixto, 2002).

O teste de imersdo da cauda avalia atividade analgésica de mecanismo central. Os
animais séo tratados e depois os ultimos dois a trés centimetros de area da cauda sdo imersos
em banho de agua a 57+2 °C, sendo o tempo de retirada da cauda da adgua (tempo de reacéo
ou a laténcia da cauda) registrado em segundos (Hasan et al., 2018).

No modelo de lesdo por constri¢do crénica, 0 nervo ciatico comum €é exposto e quatro

nos frouxos com fio sdo atados ao redor. Com isso, ocorre hiperalgesia térmica e mecanica,
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hiperatividade quimica e alodinia ao frio. Lesdo em fibras mielinizadas, fibras A delta e fibras
ndo mielinizadas C sdo responsaveis por esse quadro semelhante a dor neuropatica em

humanos (Sousa et al., 2016).

3.2. Plantas de Anacardiaceae estudadas quanto a acdo antinociceptiva

3.2.1. Género Anacardium

Anacardium occidentale L., conhecido como cajueiro, é uma planta com consideravel
valor econdmico e medicinal, sendo nativa da Africa, india e nordeste do Brasil. A atividade
antinociceptiva de extrato aquoso da goma do cajueiro, sem a presenca de polissacarideos na
sua composicao, foi avaliada por Silva et al. (2018) em camundongos Swiss fémeas. No teste
de contor¢des induzidas por acido acético, houve diminuicdo no nimero de contorcGes
quando os animais foram tratados com o extrato nas concentragdes de 75, 150 e 300 mg/kg,
por gavagem. No teste da formalina, o extrato (150 mg/kg, via oral, v.0.) causou uma
diminuicdo no tempo de lambida da pata na segunda fase do teste, sugerindo um efeito
antinociceptivo periférico dependente de atividade anti-inflamatdria. No teste de hiperalgesia
mecanica induzida por carragenina, a administracdo do extrato diminuiu a diferenca no limiar
nociceptivo entre a pata ndo inflamada e a inflamada dos animais em resposta a um estimulo
mecanico. Esses efeitos antinociceptivos do extrato foi em parte atribuido a presenca dos
acidos anacardicos, que eram 0s constituintes predominantes.

Extrato acetonico da casca do caule de A. occidentale nas doses 300 e 1000 mg/kg v.o.
reduziu o numero de contor¢des induzidas por acido acético em camundongos Swiss machos.
Essas mesmas doses, porém, ndo foram eficientes em aumentar o tempo de laténcia dos
camundongos sobre a placa quente, demostrando que esse extrato possui efeito

antinociceptivo apenas periférico (Vanderlinde et al., 2009).

3.2.2. Género Antrocaryon

Antrocaryon klaineanum Pierre, também conhecido como mogno branco, cresce em
paises africanos e o decocto da casca do caule é bastante utilizado por indigenas como
analgésico, antimalarico, antidiarreico, contra doencas da pele, doengas do figado, Ulcera de
estdbmago e diabetes, dentre outras finalidades. Foi realizado um estudo para verificar a

atividade antinociceptiva do extrato metandlico da casca do caule, nas doses de 200, 400 e
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600 mg/kg v.o. usando diferentes modelos de dor em camundongos. Na dose de 600 mg/kg, o
extrato reduziu significativamente a dor induzida pelo acido acético e no teste da formalina
reduziu significativamente o tempo de lambedura das patas em ambas as fases. Nessa dose, 0
extrato também foi efetivo nos modelos de dor neurogénica induzida por capsaicina e
cinamaldeido. No teste da placa quente, a administracdo do extrato nas doses de 400 e 600
mg/kg aumentou o tempo de laténcia e esse efeito foi revertido pela administracéo prévia da
naloxona, confirmando o envolvimento de receptores opioides no efeito antinociceptivo
central. Os efeitos antinociceptivos desse extrato podem estar associados a presenca de

proantocianidinas, acidos fendlicos e flavonoides em sua composic¢do (Fongang et al., 2017).

3.2.3. Género Lannea

Lannea coromandelica (Houtt.) Merr. é conhecida localmente como jiga em
Bangladesh. Nesse pais, véarias partes dessa planta sdo utilizadas na medicina tradicional. O
extrato etandlico das folhas de L. coromandelica foi testado nas concentra¢@es 50, 100 e 200
mg/kg, via oral, usando diferentes modelos de dor: contor¢des abdominais induzidas por
acido acético, placa quente, teste de imersdo da cauda, teste da formalina e teste de glutamato,
em camundongos Swiss de ambos 0s sexos. A dose de 200 mg/kg aumentou o tempo de
laténcia dos animais na placa quente, 90 e 120 minutos ap6s a administracdo do extrato, sendo
esse efeito revertido pela administracdo prévia da naloxona. No teste de imersdo da cauda, as
doses de 100 e 200 mg/kg foram efetivas em aumentar o tempo de laténcia de retirada da
cauda. No teste de contor¢cBes abdominais induzidas por &cido acético, as trés doses
diminuiram o ndmero de contor¢des e no teste da formalina, as doses de 100 e 200 mg/kg
causaram um efeito antinociceptivo mais pronunciado na segunda fase do teste. O extrato
também foi efetivo em inibir significativamente a nocicepcdo induzida por glutamato. Foi
constatado que o efeito antinociceptivo envolve a via da guanosina monofosfato ciclica e a via
dos canais de potassio sensiveis ao ATP. A triagem fitoquimica preliminar desse extrato
revelou a presenca de alcaloides, glicosideos, carboidratos, saponinas e taninos (Imam &
Moniruzzaman, 2014).

Extrato metanolico da casca de L. coromandelica, nas doses de 200 e 400 mg/kg
aumentou de forma significativa o limiar de dor de camundongos albinos no teste de imerséo
da cauda. A dose de 400 mg/kg também aumentou o tempo de laténcia dos camundongos
sobre a placa quente, 60 minutos ap6s a administracdo. Essa mesma dose causou diminuicao

significativa no numero de contor¢fes abdominais induzidas por acido acético. No teste da
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formalina, a dose de 200 mg/kg reduziu significativamente o tempo que o animal gastou
lambendo a pata apenas na fase tardia, enquanto a dose de 400 mg/kg foi efetiva nas duas
fases do teste. Glicosideos, flavonoides, triterpenoides, taninos e esteroides estdo presentes

nesse extrato (Alam et al., 2012).

3.2.4. Género Lithraea

Lithrea molleoides (Vell.) Engl. € uma éarvore encontrada na América do Sul
(Argentina, Brasil e Uruguai), sendo bem conhecida pelas pessoas desses paises por suas
propriedades medicinais (Gorzalczany et al., 2011), e popularmente chamada de aroeirdo ou
aroeira-brava (Messias et al., 2015). O efeito antinociceptivo do extrato aquoso de suas folhas
e de alguns compostos isolados (&cido vanilico e &cido chiquimico) foi investigado através
dos testes da formalina, placa quente e contor¢Ges abdominais induzidas por &cido acético em
camundongos Swiss fémeas. No teste da formalina, os animais foram tratados com o extrato
aquoso nas doses 3 e 30 mg/kg i.p. ou 500 e 1000 mg/kg v.0., enquanto o &cido vanilico foi
testado a 30 e 100 mg/kg i.p. e o acido chiquimico a 10 e 100 mg/kg i.p. Os animais tratados
com o extrato (30 mg/kg i.p. e 1000 mg/kg v.0.) apresentaram uma reducdo no tempo de
resposta a dor na segunda fase, sendo a resposta maior no caso da administracdo
intraperitoneal. Os tratamentos com &cido vanilico (100 mg/kg) e &cido chiquimico (30 e 100
mg/kg) também resultaram em inibicdo do tempo de lambida da pata na segunda fase
(Morucci et al., 2012).

No teste da placa quente, o extrato ndo alterou de forma significativa o tempo de
laténcia dos animais sobre a placa, indicando que 0 mesmo nédo atua por mecanismos centrais.
No teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, o efeito antinociceptivo
méaximo (95,1% de inibicdo) do extrato aquoso foi obtido na dose de 100 mg/kg i.p. e a dose
de 1000 mg/kg v.o. produziu uma inibicdo significativa na resposta de contor¢cdo de 46,3%.
Os acidos chiquimico e vanilico apresentaram efeito antinociceptivo quando administrados a
30 mg/kg i.p, (55,4 e 57,1% respectivamente) e na dose de 100 mg/kg v.o. produziram uma

resposta menos efetiva de 23,3% e 23,9%, respectivamente (Morucci et al., 2012).

3.2.5. Género Mangifera

Mangifera indica L., arvore frutifera conhecida como mangueira que cresce em

regides tropicais e regides subtropicais, tem grande importancia medicinal. De seus extratos €
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possivel retirar a xantona glicosilada mangiferina, composto que foi testado em varios
modelos de nocicepg¢do: contor¢des induzidas por &cido acético, lambida de pata traseira
induzida por capsaicina e formalina e testes de imersdo da cauda e placa quente, em
camundongos Swiss machos. Nas doses de 30 e 100 mg/kg v.o., mangiferina diminuiu o
namero de contorgdes abdominais, sendo esse efeito revertido pela naloxona. Nessas mesmas
doses, causou reducdo no numero de lambidas em ambas as fases do teste da formalina. A
naloxona também bloqueou o efeito antinociceptivo da mangiferina nesse teste. No teste da
capsaicina, as doses 10, 30 e 100 mg/kg reduziram a resposta de lambida da pata. Nos testes
da placa quente e no teste de movimento da cauda, mangiferina ndo teve efeito
antinociceptivo, sugerindo efeito analgésico apenas periférico e ndo central (Lopes et al.,
2013).

Em outro estudo, mangiferina (50 e 100 mg/kg, i.p.) reduziu o nimero de lambidas
apenas na segunda fase do teste da formalina, usando ratos machos Sprague Dawley (Garrido-
Suérez et al, 2014). A diferenca em compara¢do com o estudo mencionado no parégrafo
anterior pode ser devido a forma de administracdo e ao modelo animal diferente.

O pré-tratamento com mangiferina 50 mg/kg, i.p., por 4 dias antes da lesdo por
constricdo crénica do nervo ciatico e 3 dias apds a cirurgia atenuou significativamente as
respostas nociceptivas induzidas por picada de alfinete. No mesmo estudo, pré-tratamento oral
de ratos machos Sprague-Dawley com extrato aquoso da casca do caule de M. indica nas
concentracdes 125, 250 e 500 mg/kg, durante 7 dias, reduziu a nocicepcao na segunda fase do
teste da formalina. Além disso, o0 extrato aquoso reduziu a hiperalgesia mecanica cronica

secundaria induzida por formalina em longo prazo (Garrido-Suarez et al., 2014).

3.2.6. Género Myracrodruon

Myracrodruon urundeuva Allemdo € uma &rvore comum no nordeste brasileiro,
conhecida como aroeira-do-sertdo, e muito utilizada na medicina popular para o tratamento de
inflamacdes no trato genital feminino. Foi avaliado o efeito analgésico de uma fragdo
enriquecida em chalconas, obtida a partir do extrato em acetato de etila da casca do caule, em
camundongos Swiss fémeas. Essa fracdo inibiu as contragdes abdominais induzidas por acido
acetico, nas doses de 5 e 10 mg/kg i.p. Essas mesmas doses foram menos eficientes quando
administradas por via oral. No teste da formalina, a administragéo de 5 e 10 mg/kg i.p. causou

76% de inibicdo de resposta na segunda fase. As doses 10 e 20 mg/kg i.p. aumentaram 0
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tempo de laténcia dos camundongos sobre a placa quente 30, 60 e 90 minutos apos a
administracao (Viana, Bandeira & Matos, 2003).

3.2.7. Género Pistacia

O efeito analgésico de extratos hidroetanolicos de folhas e galhas de Pistacia
integerrima J. L. Stewart ex Brandis [atualmente denominada Pistacia chinensis subsp.
integerrima (J. L. Stewart ex Brandis) Rech. f.] foi investigado usando os modelos de
contorgdes abdominais induzidos por &cido acético, teste da formalina e o modelo da placa
quente em camundongos BALB/c machos e fémeas. O extrato das galhas reduziu o nimero
de contor¢des abdominais nas doses de 50 mg/kg e 200 mg/kg v.0. em compara¢do com 0
grupo controle. Ja o extrato das folhas apresentou menor atividade analgésica. Da mesma
forma, no teste da placa quente, o extrato das folhas (50-200 mg/kg v.0.) ndo mostrou
atividade analgésica significativa, enquanto o extrato de galhas (200 mg/kg v.0.) aumentou o
tempo de laténcia dos animais sobre a placa aquecida (Ahmad et al., 2010).

Na primeira fase do teste da formalina, extrato de folhas (100 mg/kg e 200 mg/kg v.0.)
causou uma diminuicdo no tempo de lambedura da pata de 16,6% e 19,4%, respectivamente,
enquanto o extrato de galhas, nessas mesmas concentragdes, promoveu diminuicdo de 30,6%
e 50%, respectivamente. Na fase tardia do teste, extratos de folhas (200 mg/kg v.0.) e de
galhas (100-200 mg/kg v.0.) exerceram efeito significativo. Esses efeitos analgésicos
observados podem estar relacionados a presenca de flavonoides, triterpenoides e catequinas
nos extratos (Ahmad et al., 2010).

O efeito antinociceptivo do acido pistagrémico, composto triterpénico isolado da casca
de galhas de P. integerrima, foi testado nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg i.p. em camundongos
BALB/c de ambos 0s sexos. No teste de contor¢@es abdominais induzidas por &cido acético, o
composto causou uma inibicdo significativa, com efeito maximo de 68% na dose de 10
mg/kg. No teste de imersdo da cauda, a méaxima inibig&o da dor foi de 59,46% na dose de 10
mg/kg ap6s 90 min de tratamento e a injecdo de naloxona (5 mg/kg) ndo foi capaz de
antagonizar o efeito antinociceptivo do acido pistagrémico (Rauf et al., 2014).

Flavonoides (numerados de 1 a 4) isolados da fracdo cloroformica de galhas de P.
integerrima também foram testados quanto a seu efeito antinociceptivo nas concentracgdes 2,5,
5 e 10 mg/kg i.p. em camundongos BALB/c machos. Na concentragdo de 10 mg/kg, todos os
quatro compostos atenuaram as contor¢des abdominais induzidas por acido acético. No teste

da formalina, a dose de 10 mg/kg dos compostos teve efeito antinociceptivo na primeira e na
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segunda fases do teste. O pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg) ndo antagonizou o efeito
antinociceptivo dos flavonoides. Os resultados sugerem que esses compostos atuam por
mecanismos tanto centrais quanto periféricos sem o envolvimento de receptores opioides
(Rauf et al., 2016).

Pistacia vera L. & uma planta encontrada em toda a regido sudeste da Anatolia, e
usada na medicina popular para tratar a asma e dor de estbmago. Os efeitos antinociceptivos
de extratos aquosos e etanolico dos frutos, folhas, galhos e pedunculos, bem como da
oleoresina, foram investigados usando o modelo de contor¢do abdominal induzida pela p-
benzoquinona em camundongos Swiss machos. Os extratos, nas doses 250 e 500 mg/kg v.o.,
ndo apresentaram efeito antinociceptivo, enquanto a oleoresina (500 mg/kg v.0.), a fragéo n-
hexano da oleoresina (429,7 mg/kg v.o.) e a-pineno obtido da oleoresina (500 mg/kg v.0.)
causaram uma inibicao de 32,1 %, 27,5% e 23%, respectivamente, no nimero de contorcdes
(Orhan et al., 2006).

Extratos aquoso (40, 160, 280 e 400 mg/kg, i.p.) e etanolico (50, 200, 350 e 500
mg/kg, i.p.) das folhas de P. vera foram testados em modelos de nocicepcdo, usando
camundongos albinos Swiss machos e fémeas. No teste da placa quente, os extratos causaram
uma atividade antinociceptiva dose-dependente apds 30 a 60 minutos de tratamento, sendo
esse efeito inibido pelo pré-tratamento com a naloxona. Os extratos também reduziram
significativamente o0 nimero de contor¢es abdominais induzidas por &cido acético, nao
havendo diferenca significativa entre eles e os controles diclofenaco (10 mg/kg, i.p.) e

morfina (10 mg/kg, i.p.) (Hosseinzadeh, Behravan & Soleimani, 2011).

3.2.8. Género Rhus

As folhas de Rhus retinorrhaea Steud. ex A.Rich. sdo utilizadas na medicina
tradicional da Arabia Saudita para tratamento de condic¢des inflamatdrias e dores. Flavonoides
acumulados na superficie dessas folhas foram extraidos e testados quanto a atividade
antinociceptiva em camundongos Swiss de ambos 0s sexos. Os animais receberam uma dose
de 100 ou 200 mg/kg v.o. da mistura de flavonoides. A maior dose reduziu significativamente
0 numero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Além disso, nessa mesma
concentracdo, a mistura de flavonoides apresentou atividade analgésica no teste da placa
quente (entre 15 e 60 minutos apds a administracdo da mistura) e em um modelo de retirada
da cauda, quando um terco dela foi introduzida sob uma ldmpada de aquecimento, entre 30 e

120 minutos ap6s a administracdo (Algasoumi et al., 2009).
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3.2.9. Género Schinopsis

Schinopsis brasiliensis Engl. € uma planta nativa da Caatinga (Lima-Saraiva et al.,
2017) e utilizada na medicina popular para aliviar a dor e tratar a inflamacéo. O efeito
antinociceptivo do extrato hidroetandlico da casca de S. brasiliensis e de sua fracéo acetato de
etila, nas doses 10, 30 ou 100 mg/kg v.o., foi avaliado usando o teste da formalina e modelo
de placa quente em camundongos Swiss Webster fémeas. O extrato e a fracdo apresentaram
um efeito antinociceptivo central na dose de 100 mg/kg, aumentando o tempo de laténcia que
0s camundongos permaneceram na placa quente. A fracdo (100 mg/kg) reduziu a resposta a
dor nas primeira e segunda fases do teste da formalina, enquanto o extrato (100 mg/kg)
reduziu apenas a resposta a dor na segunda fase. Segundo os autores, essas atividades podem
ser atribuidas ao &cido gélico, presente na casca e marcador quimico dessa espécie (Santos et
al., 2018a).

3.2.10. Género Schinus

Schinus terebinthifolia Raddi é conhecida como aroeira brasileira, aroeira vermelha,
aroeira da praia, pimenta rosa ou pimenta brasileira. E utilizada na medicina popular para
tratamento de doencas causadas por microrganismos, condi¢cdes inflamatorias, feridas na pele,
problemas respiratérios, gota, tumores, diarreia e artrite (Ennigrou et al., 2018; Schimitberger
et al., 2018; Nunes-Neto et al., 2017; Uliana et al., 2016; Rosas et al., 2015). Fracéo
metandlica obtida de folhas de S. terebinthifolia foi testada em um modelo de dor neuropética
em ratos submetidos a lesdo crénica do nervo ciatico, que foram tratados com uma dose de 20
mg/kg i.p. por 3 e 10 dias. Essa lesdo ocasionou uma diminuicdo do limiar mecanico em cerca
de 51%, mas os ratos tratados com a fragdo ndo mostraram diminuic¢éo desse limiar. O tempo
de laténcia sobre a placa quente dos animais tratados apenas com solugdo salina diminuiu
48,2%, enquanto os animais tratados com a fracdo ndo apresentaram nenhuma reducdo
significativa, em comparacdo com o tempo medido antes da lesdo. Sendo assim, os autores
concluiram que a fracdo restaurou os limiares mecénicos e térmicos que tinham sido
reduzidos pela lesdo do nervo e sugeriram que esses efeitos podem estar relacionados a
moléculas antioxidantes presentes na fracdo e que contribuiram para normaliza¢do do estado

oxidativo da medula espinhal alterado pela lesdo periférica (Scheid et al., 2018).
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Em outro estudo envolvendo lesdo cronica do nervo ciatico, verificou-se que
tratamento de ratos Wistar machos com 6leo essencial (100 mg/kg v.0.), R-(+)-limoneno (10
mg/kg v.o.) e a-felandreno (10 mg/kg v.0.) de frutos de S. terebinthifolia, por 15 dias apos a
cirurgia, preveniu aumento da sensibilidade induzida pela lesdo a um estimulo mecanico
medido nos dias 10 e 15 apds a cirurgia. Além disso, os 15 dias de tratamento oral com a-
felandreno reduziram a sensibilidade induzida a um estimulo frio por lesdo de nervo poupado
(Piccinelli et al., 2015).

3.2.11. Género Semecarpus

A atividade analgésica de Semecarpus anacardium L.f., espécie bastante utilizada na
medicina tradicional indiana, foi testada usando extratos da casca do caule em éter de petréleo
(700 mg/kg), cloroférmico (700 mg/kg) e metanol (500 mg/kg), via oral, em camundongos
Swiss machos. A atividade foi testada usando os modelos de contor¢des abdominais induzidas
por &cido acéetico e 0 modelo de imersdo da cauda. Todos 0s extratos causaram uma
diminuicdo significativa no namero de contor¢des, sendo o melhor resultado encontrado para
0 extrato metandlico. No teste de imersdo da cauda todos os extratos também exibiram
analgesia significativa, chegando a um valor de analgesia méaxima possivel de 20,43% para 0s
camundongos tratados com extrato metanolico, comecando 30 min apds administracdo e com

efeito significativo por um periodo de 3 h de observacdo (Lingaraju et al., 2011).
3.2.12. Género Toxicodendron

Toxicodendron pubescens Mill., conhecida como Rhus tox (RT) em medicamentos
alternativos, foi estudada quanto ao seu efeito antinociceptivo sobre dor neuropaética,
utilizando o modelo de leséo por constricdo cronica. Ratos Wistar de ambos os sexos foram
tratados com 0,1 mL do extrato etanélico das folhas (10g/100mL), diluido (10™*%), via oral,
comecando no dia seguinte apos a cirurgia, e o efeito foi verificado nos dias 3, 7, 11 e 14. A
constricdo do nervo ciatico nos animais causou um desenvolvimento de alodinia térmica e
mecanica e o tratamento com o extrato melhorou o quadro, sendo esse efeito associado a
atenuacdo do estresse oxidativo, bem como a mecanismos anti-inflamatorios, com reducées
significativas nos niveis de TNF-a, IL-6 e IL-1p (Magar et al., 2018).
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4. Concluséao

Os resultados dessa revisao indicam a presenca de compostos antinociceptivos em
diversas espécies da familia Anacardiaceae, com atividade analgésica periférica e/ou central,
sendo potenciais opgdes terapéuticas para o tratamento da dor. Dentre os compostos citados
como possiveis responsaveis por esses efeitos antinociceptivos estdo acidos anacardico,
chiguimico, vanilico, galico e pistagrémico, mangiferina, R-(+)-limoneno e a-felandreno,
bem como outros compostos pertencentes as classes dos &cidos fendlicos, flavonoides,
alcaloides, glicosideos, taninos, chalconas, catequinas, triterpenoides e esteroides.
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estudadas quanto ao seu potencial

Espécie Parte da Tipo de Efeito/mecanismo Referéncia
planta extrato/composto  antinociceptivo
Anacardium Casca do Extrato acetonico Acéo periférica Vanderlinde et
occidentale caule al. (2009)
Goma Extrato aquoso Reducdo nos niveis de Silva et al.
prostaglandina E2 (2018)
Antrocaryon Casca Extrato metandlico  Atividade analgésica Fongang et al.
klaineanum periférica e central (2017)
Lannea Casca Extrato metanolico  Acéo central e periférica Alam et al.
coromandelica (2012)
Folhas Extrato etandlico Acdo central e periférica Imam &
Moniruzzaman
(2014)
Lithrea molleoides  Folhas Extrato aquoso Influéncia nos sistemas Morucci et al.
. ) adrenérgico e dopaminérgico  (2012)
Acido vanilico
Acido chiquimico
Mangifera indica Casca do Mangiferina Acado periférica, com Lopes et al.
caule envolvimento de receptores  (2013)
opioides enddgenos, canais ) )
de potéssio sensiveis a0 ATp  Garrido-Suarez
e receptores de adenosina. €t @l- (2014)
Atividade sobre vias
nociceptivas mediadas pelos
receptores 02 adrenérgicos.
Myracrodruon Casca do Fracdo enriquecida  Acdo central e periférica Viana,
urundeuva caule em chalconas Bandeira &
Matos (2003)
Pistacia Folhas e Extrato Acdo central e periférica Ahmad et al.
integerrima galhas (2010)
Casca de Acido pistagrémico  Acéo central e periférica, Rauf et al.
galhas independente da atividade (2014))
opioidérgica.
Galhas Flavonoides Acdo central e periférica Rauf et al.

(2016)
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Pistacia vera Tronco Oleoresina Diminuicéo das contor¢cbes  Orhan et al.
5 abdominais induzidas por p-  (2006)
Fracdo n-hexano benzoguinona
o -pineno
Folha Extrato aquoso Acdo central e periférica. Hosseinzadeh,
. Envolvimento dos receptores Behravan &
Extrato etanolico  gpigides e a inibicio da Soleimani
enzima ciclooxigenase. (2011)
Rhus retinorrhaea  Folha Flavonoides Acdo central e periférica. Algasoumi et al.
(2009)
Schinopsis Casca do Extrato Acado central e periférica Santos et al.
brasiliensis caule hidroetandlico (2018a)
Fracdo acetato de
etila
Schinus Folhas Fracdo metandlica  Mecanismos antioxidativos ~ Scheid et al.
terebinthifolia (2018)
Frutos R-(+)-limoneno Reducdo da sensibilidade a  Piccinelli et al.
estimulos térmicos e (2015)
a-felandreno mecanicos
Oleo essencial
Semecarpus Casca do Extrato éter de Acdo central e periférica Lingaraju et al.
anacardium caule petréleo (2011)
Extrato
cloroférmico
Extrato metanélico
Toxicodendron Folhas Extrato etandlico Mecanismos antioxidativos e Magar et al.

pubescens

anti-inflamatérios

(2018)
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Abstract

The variable efficacy and adverse effects of analgesic drugs have motivated the search for
novel antinociceptive agents. It has been reported that the Schinus terebinthifolia leaf lectin
(SteLL) has antitumor activity against sarcoma 180 in mice. This work evaluated whether
SteLL would reduce cancer pain using an orthotopic tumor model. A sarcoma 180 cell
suspension was inoculated into the right hind paws of mice, and the treatments (0.15 M NaCl,
negative control; 10 mg/kg morphine, positive control; or SteLL at 1 and 2 mg/kg) were
administered intraperitoneally 24 h after cell inoculation up to 14 days. Spontaneous
nociception, mechanical hyperalgesia, and hot-plate tests were performed. Further, the
volume and weight of the tumor-bearing paws were measured. SteLL (2 mg/kg) improved
limb use during ambulation. The lectin (1 and 2 mg/kg) also inhibited mechanical
hyperalgesia and increased the latency time during the hot-plate test. Naloxone was found to
reverse this effect, indicating the involvement of opioid receptors. The tumor-bearing paws of
mice treated with SteLL exhibited lower volumes and weight. SteLL reduced hyperalgesia
due to sarcoma 180 in the paws of mice, and this effect can be related to its antitumor action.

Keywords: cancer pain; Brazilian pepper tree; analgesic effect; plant lectin; antitumor

activity.
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1. Introduction

Pain associated with cancer is one of the major problems faced by cancer patients,
with moderate-to-severe pain being reported by 40% of the patients (Fink, 2018). The type
and intensity of cancer pain depend on the location (organ and tissue), temporal pattern, and
mechanisms of action, and can be broadly classified as nociceptive (resulting from somatic or
visceral structures), neuropathic (inflammatory), or mixed (Wang, 2018) pain.

Morphine is a strong opioid, commonly used for the treatment of moderate-to-severe
pain in cancer patients. It acts as p-receptor agonist (Shinohara et al., 2018). Limitations
associated with the use of morphine are decreased analgesic effect with chronic use and
dependence (Pajohanfar et al., 2017). Other side effects include nausea, vomiting, pruritus,
cognitive dysfunction, sedation, respiratory depression, constipation, and urinary retention
(Webb and Leblanc, 2018).

Natural products represent a source of alternative compounds with analgesic action
(Florentino et al., 2016; Sarmento-Neto et al., 2016.; Oliveira et al., 2017), and some studies
have demonstrated the antinociceptive effects of plant compounds in experimental models of
cancer pain. For example, a-terpineol was shown to have antinociceptive effects on sarcoma
180-bearing mice via modulation of oxidative stress and inhibition of iINOS production
(Gouveia et al., 2018). Carvacrol has also been shown to reduce tumor-associated pain in this
same model (Guimardes et al., 2014).

Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae) is a tree native to the Brazilian coast,
and it is widely used in popular medicine owing to its anti-inflammatory, antipyretic, and
analgesic effects (Barbosa et al., 2007; Carvalho et al., 2013). A previous study has shown
that the essential oil from S. terebinthifolia fruits, and its major compounds R-(+)-limonene
and a-phellandrene, significantly inhibit mechanical hyperalgesia in the spared nerve injury
(SNI) rat model of neuropathic pain (Piccinelli et al., 2015). An aqueous extract of S.
terebinthifolia leaves has also been shown to possess antinociceptive activity, which is
elicited through inhibition of painful stimuli, in the abdominal contortions, hot-plate, and tail
removal models (Medeiros et al., 2015).

Lectins are proteins that bind specifically to carbohydrates (free or attached to proteins
and lipids); they are widely distributed in nature, and found in vertebrates, invertebrates,
bacteria, viruses, and plants (Gondim et al., 2017). Several biological activities of lectins have
been described, including antinociception. A lectin from the alga Caulerpa cupressoides

inhibited inflammatory nociception in the temporomandibular joint of rats by reducing TNF-
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a, IL-1B, COX-2, and ICAM-1 levels (Rivanor et al., 2018). The Bauhinia monandra leaf
lectin (BmoLL) significantly reduced abdominal writhing induced by acetic acid in animals
and showed antinociceptive effects in the hot-plate test (Campos et al., 2016).

The leaves of S. terebinthifolia contain a chitin-binding lectin called SteLL, which
exhibits antimicrobial activity (Gomes et al., 2013) and insecticidal effects on Sitophilus
zeamais (Camaroti et al., 2018). In addition, it has been demonstrated that SteLL (1 and 5
mg/kg i.p.) exhibits in vivo antitumor activity against subcutaneous dorsal sarcoma 180 in
mice (Ramos et al., 2019). Based on these reports and the use of the plant as an analgesic in
folk medicine, we aimed to evaluate the antinociceptive activity of SteL L in mice bearing the
sarcoma 180 tumor in the hind right paw.

2. Materials and methods

2.1. Animals

The experiments were conducted at the Laboratdrio de Imunologia e Préticas
Cirdrgicas of the Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF). Swiss female
mice (Mus musculus), aged 6-8 weeks, were obtained from the UNIVASF vivarium, and kept
in polypropylene boxes with barred lids. The animals were maintained at a controlled
temperature of 24°C, under a 12-h light/dark cycle, with ad libitum access to water and food
(commercial mouse feed). The experimental protocols were conducted in accordance with
internationally accepted principles for laboratory animal use and care and were approved by
the Ethics Committee on Animal Use of UNIVASF (protocol No. 002/180816).

2.2. Extract preparation and lectin isolation

The leaves of S. terebinthifolia (name verified with http://www.theplantlist.org) were
collected at the campus of the Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Pernambuco,
Brazil), with authorization (no. 36301) of the Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio) from the Brazilian Ministry of Environment. The access was
recorded (AED6BF8) in the Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). A voucher specimen (no. 73,431) was

archived in the herbarium of the Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), Recife, Brazil.
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The leaves were washed with tap water, dried at 28°C for 7 days, and then crushed in a
blender. The flour was suspended at a proportion of 10% (w/v) in 0.15 M NaCl and
homogenized for 16 h at 4 °C. After centrifugation (15 min, 9000 g, 4 °C), a leaf extract was
obtained. SteL.L was isolated according to the protocol described by Gomes et al. (2013). The
extract (147 mg of protein) was loaded onto a chitin (Sigma-Aldrich, USA) column (7.5 x 1.5
cm) previously equilibrated with 0.15 M NaCl at a flow rate of 20 mL/h. The column was
washed with the equilibrating solution to remove unbound proteins, and then SteLL was
eluted with 1.0 M acetic acid. Fractions of 2 mL were collected and monitored for absorbance
at 280 nm. SteLL was dialyzed against distilled water (6 h, with two liquid changes) using a
10 kDa cut-off cellulose membrane (Sigma-Aldrich, USA), lyophilized, and re-suspended in
0.15 M NaCl. Protein concentration was determined based on the method described by Lowry
et al. (1951) using a standard curve of bovine serum albumin (31.25-500 pg/mL). The
carbohydrate-binding ability of SteLL was measured by hemagglutinating activity (HA)
assay, which was performed as described by Procépio et al. (2017).

2.3. Induction of tumor and treatments

The tumor was induced by inoculating sarcoma 180 cell suspension in phosphate-
buffered saline (10° cells/25 uL) into the right hind paws of the mice, except those belonging
to the sham group. Each experimental group included 6 animals. All treatments were
administered intraperitoneally, starting 24 h after cell inoculation up to 14 days. The sham and
negative control groups received 0.15 M NaCl; 10 mg/kg morphine was used as the positive
control. The other groups were treated with SteLL at 1 or 2 mg/kg. Twenty-four hours after
administration of the last dose of treatment, the volume of the right paw was measured using a
digital plethysmometer (LE 7500; PanLab, Italy) by immersing it up to the malleolus. Next,
the animals were anesthetized with 100 mg/kg of ketamine i.p. and 10 mg/kg xylazine i.p.,
and blood was collected through brachial puncture into EDTA-containing tubes for
hematological analysis using a VET SDH-3 automated analyzer (Labtest, Vista Alegre,
Brazil). In addition, the paws with the tumors were removed through surgical excision and

weighed.

2.4. Antinociceptive assays
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The antinociceptive tests were performed on alternate days: the spontaneous
nociception test was performed before tumor implantation and on days 5, 7, 9, 11, and 13.
The mechanical hyperalgesia test was also performed prior to tumor induction and then on
days 6, 8, 10, 12, and 14. The results of these tests are presented as the mean of the data

collected on all days. The hot-plate test was conducted once on day 14.

2.4.1. Spontaneous nociception test

The mice were acclimatized in a mirrored box to quantify the number of spontaneous
flinches of the injured paw, the number of licks, and the use of the limb while walking in
continuous motion for a period of 10 min (Sabino et al., 2002). In this last case, we used a
scale from 0 to 4, where 0 corresponded to total lack of use, 1 to partial non-use, 2 to limping

and keeping, 3 to limping, and 4 to normal walking (Guimaraes et al., 2014).

2.4.2. Mechanical hyperalgesia test

The mice were subjected to mechanical stimulation through gradual increase in
pressure on the plantar surface of the tumor-bearing paw using a handheld force transducer
(electronic algesimeter EFF-301; Insight, S&o Paulo, Brazil). This stimulus evokes a paw
flexion reflex that corresponds to paw withdrawal followed by clear flinching movements
(Guimardaes et al., 2014).

2.4.3. Hot-plate test

This test evaluated how long the animals remained on a heated metal plate (55 + 0.5
°C) before reacting by lifting or licking the legs. The measurements were obtained 30 and 90
min after the administration of SteL.L or morphine on day 14 of the experiment. To assess the
involvement of opioid receptors in the antinociceptive effect, naloxone (1.5 mg/kg, i.p.) was

administered 30 min before the treatment.

2.5. Statistical analysis

The data obtained were analyzed using GraphPad Prism® software, version 5.0, and

expressed as the mean + standard error of the mean (SEM). Statistically significant
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differences between groups were calculated by applying ANOVA followed by Tukey's test.
Values of p < 0.05 indicated significance when compared with the negative control.

3. Results and discussion

There is a constant search for novel analgesic drugs due to the complexity of pain as
well as the varying degrees of efficacy and adverse effects of currently used drugs. Pain relief
is important in terms of both psychological and physical aspects, preventing harmful
consequences such as cardiovascular, gastrointestinal, and muscular alterations (Yaksh et al.,
2015). Cancer pain may have several causes, including tissue damage and tumor pressure on
bones, nerves, or organs. It can also be a consequence of treatment. It has been previously
demonstrated that the saline extract from S. terebinthifolia leaves and SteLL have antitumor
effects against sarcoma 180; the lectin was found to be the active component of the extract
(Ramos et al., 2019). In the present study, we evaluated whether SteLL would also be able to
reduce cancer pain in mice, using an orthotopic tumor model.

The treatments with SteLL for 14 days did not cause any significant changes in the
hematological parameters of the mice (Table 1), which corroborates the findings of Ramos et
al. (2019). In the spontaneous nociception test, animals from the negative control group
(tumor-bearing, treated with 0.15 M NaCl) showed impaired limb use unlike the healthy
(sham) animals (Figure 1A). SteL.L (2 mg/kg) and morphine (10 mg/kg) caused a significant
(p < 0.05) improvement in limb use during ambulation, which reached mean scores similar to
those of the sham group. Regarding the number of licks, there were no significant differences
(p > 0.05) between the groups (Figure 1B). Tumor presence induced mechanical hyperalgesia
in mouse paws, and was not observed in the sham group (Figure 1C). Morphine and SteLL (1
and 2 mg/kg) significantly (p < 0.05) inhibited hyperalgesia unlike the negative control.

The hot-plate test uses temperature as a nociceptive stimulus, in which the nociceptors
(mainly fibers C and AJd) are stimulated after the activation of the vanilloid receptors VR-1
and VRL-1. Only central analgesics can increase the response time in this test (Silva et al.,
2013). Animals treated with morphine (10 mg/kg) presented a significant increase in latency
time on the hot plate 30 min after administration compared to that by animals treated with the
negative control (Figure 2A). As expected, naloxone (an opioid antagonist) could reverse the
effect of morphine. SteLL did not show antinociceptive effects after 30 min. However, the

lectin at 1 and 2 mg/kg increased the latency time when the animals were subjected to the test
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90 min after administration (Figure 2B). Naloxone also reversed this effect, which indicates a
possible involvement of the opioid receptors in the antinociceptive effect of the lectin.

The animals from the negative control group presented a significant increase in paw
volume compared to that of the sham group (Figure 3A). No significant differences were
observed between the negative control group and the groups treated with morphine. However,
the groups that received intraperitoneal injection of SteLL at 1 and 2 mg/kg presented a
significantly lower (p < 0.05) paw volume than the negative control, and no significant
difference (p > 0.05) from the sham group. In addition, the animals treated with SteLL at 1
and 2 mg/kg presented a lower paw weight (Figure 3B) than the negative control animals.
These data corroborate the findings of a previous report on antitumor activity of this lectin
and suggest that the antinociceptive effect of SteLL detected in all the tests can be linked to
the inhibition of tumor mass growth.

There is a relationship between ligands of the vascular endothelial growth factor
(VEGF) family and cancer pain. In human and murine cancer models, these ligands increase
pain sensitivity through the selective activation of the VEGF receptor 1 (VEGFR1) expressed
in sensory neurons. Local or systemic blockade of VEGFR1 attenuated mouse oncologic pain
in several in vivo models, and thus an analgesic effect is considered as an additional effect of
anti-angiogenic therapies targeting VEGF/VEGFR1 (Selvaraj et al., 2015). It has been shown
that SteLL decreases the caliber of vessels around the sarcoma 180 tumor, suggesting an anti-
angiogenic effect (Ramos et al.,, 2019). Thus, this effect may also be related to the
minimization of cancer pain observed in the present study.

The antinociceptive action of lectins has been reported in healthy animals. The lectin
from the seaweed Amansia multifida, administered to Swiss mice at 1, 5, and 10 mg/kg (i.p.),
inhibited responses to thermal stimulation and its effect was blocked by naloxone (Neves et
al., 2007). In addition to the fact that their action involves opioid receptors, the A. multifida
lectin and SteLL were active at similar concentrations, producing effects similar to morphine
used in equal or higher doses than the lectins: 5 mg/kg was tested by Neves et al. (2007) and
10 mg/kg was tested in the present work. The lectin BmoLL showed analgesic action in the
hot plate test 90 min after it was administered to healthy Swiss mice at 30 and 60 mg/kg i.p.
(Campos et al., 2016). SteLL showed antinociceptive action in much lower doses than
BmoLL. However, it should be considered that the animals used here are tumor carriers, being
subjected to endogenous pain, and thus an ameliorative effect can be more readily observed
than when using healthy animals, in which the cause of pain is only the external stimulus

applied (for example, temperature, palpation, pressure). On the other hand, it should be noted
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that the group treated with SteLL often presented behavior similar to the sham group,
evidencing the high potential of this lectin administered in low doses.

The mechanisms of action of lectins with antinociceptive activity are variable. For
example, the lectin from the alga Caulerpa cupressoides did not show central antinociceptive
activity in the hot-plate test, unlike SteLL. Indeed, the C. cupressoides lectin exerts
antinociceptive effect predominantly through a peripheral mechanism, being active in models
of inflammatory pain, such as the acetic acid writhing and formalin tests (Vanderlei et al.,
2010). In addition, the Canavalia brasiliensis lectin presented both peripheral and central
antinociceptive activity, which was mediated by the opioid system and involved 8- and

K- receptors and the lectin domain (Pires et al., 2013).

4. Conclusion

SteLL is capable of reducing hyperalgesia caused by the presence of sarcoma 180 in
the paw, improving the use of the limbs by the tumor-bearing mice. The antinociceptive
action appears to be related to the antitumor action of the lectin, as well as to a central action

involving the modulation of opioid receptors.
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Figure 1. Evaluation of the antinociceptive effect of S. terebinthifolia leaf lectin (SteLL) on
sarcoma 180-bearing mice through the spontaneous nociception (A, B) and mechanical
hyperalgesia (C) tests. (A) The mean scores of the use of the hind right paw by healthy mice
from the sham group and tumor-bearing mice treated for 14 days with 0.15 M NaCl (negative
control), 10 mg/kg morphine (positive control), or SteLL at 1 and 2 mg/kg. (B) Number of
licks on the right hind paw. (C) Intensity of the paw flexion reaction of the mice after
mechanical stimulation using VVon Frey filaments. The bars represent the mean £ SEM of all
the values recorded during the assay on the days of evaluation. Different letters indicate
significant differences (p < 0.05) among the groups.

Figure 2. Evaluation of the antinociceptive effect of S. terebinthifolia leaf lectin (SteLL) on
sarcoma 180-bearing mice in the hot plate test. The latency time in the hot plate was evaluated
30 min (A) and 90 min (B) after the administration of the last dose of each treatment on day
14. The groups were: healthy mice from the sham group and tumor-bearing mice treated for
14 days with 0.15 M NaCl (negative control), 10 mg/kg morphine (positive control) or SteL.L
at 1 and 2 mg/kg. The bars represent the mean £ SEM. Different letters indicate significant

differences (p < 0.05) among the groups.

Figure 3. Evaluation of the volume (A) and weight (B) of the hind right paw of healthy mice
(sham group) and the sarcoma 180-bearing mice treated or not with S. terebinthifolia leaf
lectin, SteLL (1 and 2 mg/kg), for 14 days. In the negative control, the mice received 0.15 M
NaCl. A group treated with morphine (10 mg/kg) was also evaluated. The bars represent the

mean + SEM. Different letters indicate significant differences (p < 0.05) among the groups.



76

B 25-

Figure 1

=]
7
“H_ [ % ot
% W

T T T T I T _ : .
N - - ol Pt v < ] o~ ~
o~ - - [ =] o ﬁm .dQ

sYo1| Jo JoquinN

¢ sninwps jo Ajsusiu|




77

ok - G}
%,
%
= o,
*&a V@
Y
i o, X
oF 8, %, "%,
@ﬂf .\A\Q ....0\%
a—l o @ VV ‘0@@ \V
%, m@ x
0\\0
%, @,,, ",
\oo «.\\v
O, %
) K> eé&q %
& & & ¥ & o ® %
m (s) Aauajen
2l - 6
£
%, %
e 8
L (/) x
al o.wvo. \e@. eco+
al 8 Y, Y, @&
(%Y % %
04&\ @&J x
L) \VV e@o+
[+ * .
\Q,&\Q @&.. \m\vn\
o \O\\ \%
%, @vo.
o &\ ) .\0
) T T | &Gﬂ \V\%—QW &\
1) 2 0 o %
< (s) foudjen

Figure 2

Figure 3

4 te,
%
: K
N "9, %
()
@\VV
s % %
%
Q\@
° o %,
Y,
o, &o@
Q\q\
° K
O
& & ¥ & o
o =] o = S
om (B) yBiopa
a_. - a,*o,
%
: 2,
i "9 %
(-
&\VV
o & S
2, <
q&o
4
&,
< o %,
.\\\\0 Q&n-
T 2
ﬁ\q\
°| ", G,
A@ 4
R 2 2 8 8
d & 8 & &
(ru

) swinjoa med

A 025



78

Table 1. Hematological parameters of healthy animals (Sham group) and sarcoma 180-
bearing mice treated intraperitoneally during 14 days with 0.15 M NaCl (negative control),
morphine 10 mg/kg and S. terebinthifolia leaf lectin (SteLL) at 1 and 2 mg/Kkg.

Parameters Groups
Sham Negative control SteLL 1 mg/kg SteL L 2 mg/kg

Erythrocytes (105/mm°) 6.73 + 0.84 6.39 + 0.53 6.99 + 0.65 7.40 +0.16
Hemoglobin (g/dL) 12.35+2.12 11.59+1.04 12.72 £ 1.66 13.82+0.34
Hematocrit (%) 37.05+6.38 34.78 +3.13 38.16 + 4.98 41.46 +1.02
MCV (u3) 53.75+4.04 54.50 + 1.58 53.40+2.78 55.50 = 1.04
MCH (pg) 16.25+2.32  14.60 +0.48 14.52 + 1.45 12.85+0.16
Leukocytes (10°/mm?) 453+ 057 6.44 + 0.86 5.02 +0.72 5.95 + 1.74

Lymphocytes (%) 95.10+0.90  82.18+5.20 87.34 £ 5.67 77.48 £ 7.52

Granulocytes (%) 15.8+1.01 15.12 + 4.44 11.42 +£5.83 19.42 £ 6.96

Monocytes (%) 3.32+0.11 2.70+0.91 1.24+0.26 3.10£0.96

The values corresponds to mean + SEM. MCV: mean corpuscular volume. MCH: mean

corpuscular hemoglobin.
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4 CONCLUSOES

O extrato salino e a lectina da folha de Schinus terebinthifolia (SteLL) sdo agentes
antitumorais contra o sarcoma 180, sem promover alteracbes hematoldgicas relevantes e
efeitos genotdxicos em camundongos; porém, alteracdes histoldgicas nos rins e figado foram
observadas. O efeito antitumoral pode estar relacionado a atividade citotoxica da lectina,

através da inducdo de apoptose, e acdo anti-angiogénica

Diversas espécies da familia Anacardiaceae possuem compostos antinociceptivos com
atividade analgésica periférica e/ou central, sendo potenciais opc¢des terapéuticas para 0
tratamento da dor. Porém, nenhum estudo havia testado a atividade de uma lectina purificada
de espécie dessa familia

SteLL foi capaz de reduzir a hiperalgesia decorrente da presenga do sarcoma 180 na
pata, melhorando o uso dos membros pelos camundongos portadores de tumor. A acdo
antinociceptiva provavelmente esta relacionada a acdo antitumoral da lectina, bem como a

uma acdo central envolvendo a modulagéo de receptores opioides.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Schinus terebinthifolia Raddi is a plant broadly used in folk medicine and the use

Brazilian pepper tree of its leaf extract as an antitumor agent has been reported.

Anticancer Aim of the study: To evaluate the antitumor potential and the toxicity of saline extract (SE) and lectin (SteLL)

Lectin from S. terebinthifolia leaves in sarcoma 180-bearing mice.

Annangl,‘)gemc activity Materials and methods: Cytotoxicity to sarcoma 180 cells was tested in vitro, and antitumor assay was performed

Genotoxicity evaluation . . . . .
using Swiss female mice. The treatments (0.15M NaCl, negative control; methotrexate 1.5 mg/kg, positive
control; SE 100 mg/kg; SteLL 1 and 5mg/kg) by intraperitoneal injections started on the 8th day after tumor
inoculation and lasted 7 days. It was analyzed: tumor weight; number and gauge of tumor vessels; hematological
and biochemical parameters; histopathological changes; and occurrence of micronuclei in bone marrow cells.
Results: SE and SteLL showed ICso values (concentrations that reduced cell viability to 50%) of 301.65 and
8.30 ug/mL, respectively. The lectin was able to induce apoptosis. Treatments with the extract and lectin caused
a 57.6-73.6% reduction in tumor weight, which was not significantly different from the reduction in the
methotrexate group. Tumors of animals treated with SteLL at 5mg/kg showed reduced number of secondary
vessels while the gauge was lower in all treated groups. In the groups treated with SteLL, tumors showed reduced
and slightly vascularized parenchyma, with necrosis in the center and at the periphery. No alterations in the
blood levels of urea, creatine, and glucose were detected while serum AST level was moderately increased in the
SE group. Histopathological analysis revealed vacuolization and steatosis in the liver of animals treated with the
extract and lectin. In addition, the treatments with SE and SteLL resulted in the reduction of filtration space and
alterations in tubular architecture in kidneys. In respect to hematological parameters, it was only detected
increase in the number of monocytes in SE group. The extract and lectin did not induce the formation of mi-
cronuclei in the bone marrow cells.
Conclusions: SE and SteLL had antitumor effect against sarcoma 180 without inducing hematological changes
and genotoxic effects in mice; however, some degree of hepatic and renal toxicity was observed, suggesting the
evaluation of drug delivery strategies in the future.

Abbreviations: AST, aspartate aminotransferase; FBS, fetal bovine serum; HA, hemagglutinating activity; ICso, concentrations that reduce cell viability to 50%; MCH,
mean corpuscular hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; MTS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) — 5-(3-carboxymethoxyphenyl) — 2-(4-sulfophenyl) — 2H-tetra-
zolium; MTX, methotrexate; PBS, phosphate-buffered saline; PHA, Phaseolus vulgaris agglutinin; SDS-PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis containing sodium
dodecyl sulphate; SE, saline extract; SteLL, Schinus terebinthifolia leaf lectin
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1. Introduction

Cancer, malignant tumors, and neoplasms are terms used for several
diseases characterized by cells with abnormal growth and invasive
ability, corresponding to the second leading cause of death globally
(World Health Organization, 2017). In addition to the high incidence of
these diseases, many of the chemotherapeutics currently available have
high toxicity to non-target cells while some tumors are resistant to the
drugs, which stimulate the search for new therapies (Tessmann et al.,
2017).

Lectins are proteins capable of binding to carbohydrates in a specific
and reversible manner, being able to interact differentially with gly-
coconjugates present at cell surfaces (Coelho et al., 2017). These pro-
teins have been studied for several biomedical applications, including
their potential as new antitumor agents and use in the diagnosis of
cancer. Some lectins can specifically recognize malignant transformed
cells by the altered glycosylated patterns of the membrane which are
different from those of normal cells; hence these proteins are interesting
candidates for cancer chemotherapy (Liao et al., 2016; Poiroux et al.,
2017).

Schinus terebinthifolia Raddi is a plant belonging to Anacardiaceae
family, popularly known as "aroeira da praia" in Portuguese and
Brazilian pepper tree in English. This plant is well recognized due to its
medicinal properties; it has been used against inflammation, urinary
tract infections, and skin ulcers (Carvalho et al., 2013). In addition,
reviews on the medicinal importance of this plant have reported the use
of leaf decoction and macerated root juice as antitumor agents (Morton,
1978; Mors et al., 2000). Antioxidant activity was detected in the
ethanol extracts of the leaves, bark, stem and fruits (Costa et al., 2015).
It was demonstrated that a hydro-alcoholic leaf extract has anti-in-
flammatory activity in zymosan-induced arthritis model, reducing joint
diameter and neutrophil influx for synovial tissues (Rosas et al., 2015).
Dichloromethane extract from fruits showed cytotoxic activity on Caco-
2 (human epithelial colorectal adenocarcinoma) cells (Oliveira et al.,
2018) and aqueous extract from the leaves was cytotoxic to DU-145,
PC-3 and LNCaP (prostate cancer) cells (Queires et al., 2013). In ad-
dition, essential oil obtained from S. terebinthifolia berries showed cy-
totoxicity to breast cancer cells MCF-7 (Bendaoud et al., 2010). Studies
performed by our group showed that saline extract (SE) of S. ter-
ebinthifolia leaves contains a chitin-binding lectin (SteLL) that can be
isolated by affinity chromatography. SteLL has been found to possess
antibacterial activity against human pathogenic species (Gomes et al.,
2013).

The present work aimed to evaluate the antitumor potential of the
SE from S. terebinthifolia leaves and isolated SteLL. For this, we used
mice transplanted with sarcoma 180 cells, which are able to generate an
ascites tumor (also known as Crocker tumor) broadly used for the
evaluation of anticancer drugs in vivo (Gao et al., 2017). In addition,
toxicological parameters and genotoxicity were measured upon treat-
ments with the extract and SteLL.

2. Materials and methods
2.1. Extract preparation and lectin isolation

Leaves of S. terebinthifolia (plant name checked in theplantlist.org)
were collected at the campus of the Universidade Federal de Pernambuco
(Recife, Pernambuco, Brazil), with authorization (36301) of the Instituto
Chico Mendes de Conservag do da Biodiversidade from Brazilian Ministry
of Environment. The access was recorded (AED6BFS8) in the Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen). The leaves were washed with tap water, dried at
28°C for 7 days and then pulverized in a blender. The flour was sus-
pended in 0.15M NaCl (10% w/v) and homogenized for 16 h at 4 °C.
After centrifugation (15 min, 9000g, 4 °C), the saline extract (SE) was
obtained. Protein concentration was determined according to Lowry

149

Journal of Ethnopharmacology 233 (2019) 148-157

et al. (1951) using a standard curve of bovine serum albumin
(31.25-500 pg/mL). The carbohydrate-binding ability of lectin mole-
cules present in SE was monitored by hemagglutinating activity (HA)
assay as described by Procépio et al. (2017).

SteLL was isolated from SE according to the protocol described by
Gomes et al. (2013). SE (147 mg of protein) was loaded on a chitin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) column (7.5 X 1.5 cm) previously
equilibrated with 0.15M NaCl at a flow rate of 20 mL/h. The column
was washed with the equilibrating solution to remove unbound proteins
and afterwards, SteLL was eluted with 1.0 M acetic acid. Fractions of
2mL were collected and monitored for absorbance at 280 nm. SteLL
was dialyzed against distilled water (6 h, with two liquid changes) using
a 10-kDa cut-off cellulose membrane (Sigma-Aldrich), lyophilized and
resuspended in 0.15 M NaCl. Protein concentration and HA were eval-
uated and SteLL homogeneity was confirmed by polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) under denaturing conditions as described
by Laemmli (1970).

2.2. Ethical permission and approval

All the experimental procedures described below were approved by
the Ethics Committee on Animal Use of the Universidade Federal do Vale
do Sdo Francisco (authorization number 0002/180816).

2.3. Evaluation of in vitro cytotoxicity to sarcoma 180 cells

For the cytotoxicity assay, 2mL of ascitic fluid were withdrawn
from the peritoneal cavity of sarcoma 180-bearing animals, washed
with PBS and centrifuged at 100g for 3 min. The supernatant was dis-
carded and then RPMI 1640 medium with HEPES (Cultilab Materiais
para Cultura de Células, Campinas, Brazil), supplemented with 10%
(w/v) fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich), was added. Cell via-
bility was evaluated by the trypan blue exclusion method (Phillips,
1973) using a Neubauer chamber. Next, the cells were plated in 96-well
microplates (1 x 10° cells per well) and SE or SteLL was added to the
wells such that the final concentration ranged between 25 and 400 pg/
mL (SE) or 1.56 and 25 pg/mL (SteLL). Methotrexate (Sigma-Aldrich) at
1.56-400 pg/mL was used as positive control and 0.15 M NaCl was used
as negative control. The plates were homogenized on a shaker (Bio-
mixer) and then incubated for 24 h at 37 °C. After this period, the MTS
reagent— CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
kit (Promega Corporation, WI, USA) was added to each well according
to the manufacturer's instructions. After 4h of incubation, the absor-
bance at 492 nm was recorded using a TP-READER microplate reader
(ThermoPlate, Brazil). The percentage of viable cells was calculated in
comparison with the negative control and the concentration of sample
that was able to reduce cell viability by 50% (ICsy) was calculated by
probit regression (dose-response analysis) in MedCalc (MedCalc Soft-
ware, Ostend, Belgium).

In order to determine the type of death induced by SteLL, the cells
were cultured for 24 h in absence (control) or presence of SteLL at the
ICso and 2 X ICso. In addition, 20 pg/mL of PHA - Phaseolus vulgaris
lectin (Sigma-Aldrich) - and 10 pg/mL methotrexate were used as po-
sitive controls. After centrifuging (450g, 4 °C, 10 min) and discarding
the supernatant, 1.0 mL of PBS was added to the precipitate. The cells
were resuspended and centrifuged again in the same conditions. The
pellet was resuspended in 300 pL of a binding buffer (10.0 mM HEPES
(pH 7.4), 150.0mM NaCl, 5.0 mM KCl, 1.0 mM MgCl,, and 1.8 mM
CaCl,) and annexin V (AnnV) conjugated with fluorescein iso-
thiocyanate (1:500) and propidium iodide (PI, 20 ug/mL) were added.
The cells were analyzed in a BD Accuri C6 cytometer (BD Biosciences,
San José, USA) and 20,000 events were recorded for each sample. The
results were analyzed using the BD Accuri C6 Software. AnnV-/PI
+ cells were considered necrotic and AnnV+ /PI- cells were con-
sidered to be in the early stages of apoptosis. Double staining was re-
corded as necrosis or late apoptosis and double negatives were
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considered viable cells.

2.4. Antitumor assay

2.4.1. Treatment of animals

The antitumor activity was evaluated using Swiss female mice,
6—8-week-old, maintained under laboratory conditions of 24 °C, 12:12
light/dark photoperiod, and with free access to water and food. The
mice were divided into six groups composed of six animals. The sar-
coma 180 (American Type Culture Collection, 2017) cell suspension in
PBS (5 x 10° cells/100 uL) was subcutaneously inoculated on the back
of each mouse, except those belonging to the Sham group. The treat-
ments of the animals started on the 8th day after inoculation and lasted
for 7 consecutive days. The Sham and negative control groups received
0.15M NaCl i.p. and the positive control was treated with methotrexate
at 1.5mg/kg i.p. The other groups were treated with SE at 100 mg/kg
i.p., SteLL at 1 mg/kg i.p., and SteLL at 5mg/kg i.p. On the 15th day
after inoculation of the tumors, the animals were euthanized using
ketamine at 100 mg/kg (i.p) and xylazine at 10 mg/kg (i.p.).

2.4.2. Evaluation of water and food consumption

The weight of the animals and the food consumption were measured
daily by using a semi-analytical balance. The water consumption was
measured using a graduated cylinder. To obtain the values of relative
water and food consumption, the following formula was used: Relative
consumption = food consumed (g) or water consumed (mL) / body
weight (g) x 100.

2.4.3. Evaluation of hematological and biochemical parameters
Twenty-four hours after the administration of the last dose, the
anesthetized animals were submitted to retro-orbital blood collection in
EDTA-treated tubes. The blood was used for hematological analysis and
the serum was used for the biochemical assays. Global leucometry,
counting of platelets and erythrocytes, determination of hematocrit,
and measurements of mean corpuscular volume and mean hemoglobin
concentration were carried out using a VET SDH-3 automated analyzer
(Labtest, Vista Alegre, Brazil). Specific kits for the detection of urea
(Urea 500, Doles, Goiania, Brazil) and creatinine (Labtest, Vista Alegre,
Brazil) were employed to determine the serum levels of these sub-
stances using a biochemical analyzer BIO 2000 (Bioplus, Barueri,
Brazil). Glucose and aspartate aminotransferase (AST) levels were de-
termined using specific kits (Glicose Enzimatica Liquida, Doles,
Goiania, Brazil; and Transaminase Oxalacética, Labtest, Vista Alegre,
Brazil), following the protocols of the respective manufacturers.

2.4.4. Evaluation of antiangiogenic activity

The skin of the region adjacent to the tumor was carefully dissected
to evaluate the antiangiogenic activity of the treatments with SE, SteLL,
and methotrexate. The tissues were photographed and analyzed for the
number and gauge of primary and secondary blood vessels using the
vessel width plugin of ImageJ software version 1.48 (Liuhanen et al.,
2013).

2.4.5. Micronucleus counting and morphological evaluation in bone
marrow cells

The femurs of the animals were excised and had the distal ends cut
with the aid of a syringe. Next, the femur was perfused to obtain the
bone marrow using FBS. The obtained cell suspension was centrifuged
for 5min at 1000 rpm. Next, the supernatant was discarded, and the cell
concentrate was used to perform a slide smear, which was stained using
Leishman dye (Laborclin, Pinhais, Brazil) and then analyzed using an
optical microscope, using an immersion objective. The number of mi-
cronuclei and the cell morphology were observed. The frequency of
micronuclei was determined by counting 1000 erythrocytes per slide.
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2.4.6. Histopathological analysis

The tumor, lungs, liver, kidneys, spleen, heart, stomach and pan-
creas of each animal were removed and weighed. The relative weight of
each organ was calculated using the formula: Relative weight = organ
weight (g) / body weight (g) X 100. Tumors, livers and kidneys were
packed into histological cassettes, fixed with buffered formalin and,
after 12h, transferred to 70% (v/v) ethanol. The organs were then
processed for histopathological analysis with the impregnation in par-
affin according to the protocol established by Tolosa et al. (2003).
Sections of 5um were cut using a Leica RM 25 RT microtome (Leica
Biosystems, Nuf3loch Germany), stained with hematoxylin-eosin and
analyzed by optical microscopy.

2.5. Statistical analysis

The data are expressed as means of replicates = standard error
values, which were calculated using GraphPad Prism version 5 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Significant dif-
ferences (p < 0.05) between treatment groups were analyzed using
one-way ANOVA followed by Tukey's test using the GraphPad Prism
software.

3. Results and discussion

Schinus terebinthifolia has been broadly used in folk medicine for
several purposes, including as anticancer agent. The cytotoxic activity
of extracts and essential oil from different parts of this plant has been
reported as mentioned in ‘Introduction’. However, studies on the in vivo
anticancer potential of S. terebinthifolia leaves were not found in the
literature, in spite of their traditional use against tumors (Morton, 1978;
Mors et al., 2000). Thus, in the present work, we evaluated the anti-
tumor effect of SE of S. terebinthifolia leaves and lectin (SteLL), a
compound isolated from the leaves.

The SE used in this work was prepared according to the method
described by Procépio et al. (2015); these authors also reported that the
extract contains polymeric proanthocyanidins, hydrolysable tannins,
heteroside and aglycone flavonoids, cinnamic acid derivatives, steroids
and lectin. In the present study, thin layer chromatography analysis of
the extract showed similar composition (data not shown). Affinity
chromatography of SE on chitin column resulted in a single adsorbed
peak eluted with 1.0 M acetic acid, corresponding to SteLL, with spe-
cific HA of 10,284. SteLL showed a single 14-kDa polypeptide band on
SDS-PAGE (Fig. 1A), similar to the profile reported by Gomes et al.
(2013) and confirming the homogeneity of the preparation used in the
present work.

SE promoted a decrease in the viability of sarcoma 180 cells
(Fig. 1B) with ICso of 301.65 [230.02-373.27] ug/mL. SteLL showed a
stronger cytotoxic action (Fig. 1C) since the ICso value was 8.30
[6.79-9.99] pg/mL, approximately 36 times lower than that of the
extract. Methotrexate decreased the viability of the tumor cells tested,
presenting an ICsq of 16.64 [14.10-18.31] pg/mL. This result indicates
that the lectin is an active ingredient of SE against the cells. Flow cy-
tometry analysis revealed that SteLL, at the IC5q and 2 X ICsq, induced
the occurrence of apoptosis in tumor cells (Fig. 2). PHA and metho-
trexate also induced cell death.

Zuo et al. (2012) reported that treatment with 40 pg/mL of a lectin
from Pinellia ternata resulted in 85.2% inhibition of the proliferation of
sarcoma 180 cells after 48 h of treatment. For SteLL, a concentration of
25 ug/mL was able to promote a 82.68% decrease in viability of tumor
cells after 24 h. On the other hand, the maximum inhibition promoted
by SE was 58.49%, at a concentration of 400 pug/mL.

Once the cytotoxic activities of SE and SteLL on sarcoma 180 cells
were detected, the antitumor activity in vivo was evaluated. In general,
the mice developed dense and ellipsoid-shaped tumor masses with ir-
regular marginal border. These tumor masses contained areas of adi-
pose tissue in their periphery, which were removed before processing
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Fig. 1. Evaluation of in vitro cytotoxicity of saline extract (SE) from Schinus terebinthifolia leaves and S. terebinthifolia leaf lectin (SteLL) to sarcoma-180 cells. The SDS-
PAGE of SteLL (100 pg) confirmed the homogeneity of the lectin preparation (A). The viability of the sarcoma-180 cell decreased in a dose-response manner when

incubated with SE (B) and SteLL (C).

for histopathological analysis. The highest concentration of SteLL tested
was 20 times lower than that of SE since this lectin showed to be a much
stronger cytotoxic agent than the extract. Fig. 3 shows the mean values
of tumor weight at the end of the assay, revealing that all treatments
reduced tumor weight in comparison with the negative control. In the
treatment with SE, there was a 57.6% reduction in tumor weight
whereas in the treatments with SteLL, there was a 73.6% and a 57.6%
reduction in weights at 1 mg/kg and 5 mg/kg respectively. The stan-
dard drug methotrexate induced an 80.3% reduction in tumor weight.

There were no significant differences (p > 0.05) in the tumor weights
observed in the treatments with SE, the two SteLL doses, and the po-
sitive control.

Several studies reported the potential of lectins for antitumor ac-
tivity. Cunha et al. (2016) evaluated the antitumor activity of re-
combinant lectin from Cratylia mollis seeds (rCramoll) (both in its free
and encapsulated forms) against sarcoma 180. The authors started the
treatment 24 h after tumor induction at a dose of 7 mg/kg; the results
demonstrated that rCramoll in the encapsulated form was more
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Fig. 2. Investigation of the cell death induced by Schinus terebinthifolia lectin (SteLL) at the ICso (8.3 ug/mL) and 2 XICso (16.6 ng/mL) in sarcoma 180 cells after
incubation for 24 h. Cytotoxic effect was assessed by flow cytometry using annexin V (AnnV) and propidium iodide (PI). AnnV—/PI+ cells were considered necrotic
and AnnV + /PI- cells were considered apoptotic. Double staining was considered as late apoptosis or necrosis. Methotrexate (MTX, 10 pg/mL) and the Phaseolus
vulgaris lectin (PHA, 20 ng/mL) were used as positive controls. Representative FL1 vs. FL3 dot plots can also be seen. The bars represent the mean *+ standard
deviation of three experiments. Different letters indicate significant differences (p < 0.05) by one-way ANOVA followed by Tukey's test.
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Fig. 3. Weight of sarcoma 180 tumors after treatment of animals for 7 days
with intraperitoneal injection of 0.15M NaCl (negative control), methotrexate
(MTX, positive control), saline extract from S. terebinthifolia leaves (SE, 100 mg/
kg) and S. terebinthifolia leaf lectin (SteLL at 1 and 5mg/kg). Each bar re-
presents the mean + SE of the weight of the tumor of each animal. Different
letters indicate significant differences (p < 0.05) by one-way ANOVA followed
by Tukey's test.

effective in inhibiting the tumor than the free lectin (inhibition of 75%
and 59%, respectively) after 7 days of treatment. In the present study,
the antitumor effect of SteLL (at 1 mg/kg and 5mg/kg) was evaluated
on tumors implanted 7 days before treatment, and high percentages of
inhibition close to those obtained with rCramoll were observed.

Lectin isolated from Russula mushrooms caused a 67.6% inhibition
in the growth of sarcoma 180 in animals that received an in-
traperitoneal dose of 5mg/kg for 20 consecutive days, with treatment
starting on the day that the tumor was inoculated (Zhang et al., 2010).
At that same dose, SteLL achieved a 57.6% inhibition over a shorter
duration of treatment, with treatment starting 7 days after the tumor
was inoculated. SteLL was also more effective than CrataBL, a lectin
from Crataeva tapia bark, which promoted a 41% reduction in the tumor
weight of sarcoma 180 in animals treated for 7 days with a dose of
20 mg/kg (Aragjo et al., 2011).

Angiogenesis is closely related to carcinogenesis; hence, anti-
angiogenic agents are already part of the therapeutic measures for some
types of cancer. For this reason, a large number of novel molecules
isolated from plants or marine invertebrates that may interfere with this
complex process have been studied. In this work, the vascular network
around the tumors was photographed (Fig. 4A) and analyzed. No sig-
nificant differences were observed in the number of primary and sec-
ondary vessels around the tumor of the animals treated with SE and
SteLL at the concentration of 1mg/kg (Fig. 4B). However, animals
treated with methotrexate and SteLL at 5 mg/kg had a reduction in the
number of secondary vessels (Fig. 4B). Regarding vessel gauge, all
groups showed a significant (p < 0.05) reduction in vessel diameter in
comparison with the negative control (Fig. 4C).

Histopathological analysis of the tumors from the animals in the
negative control group (Fig. 5A) revealed a periphery composed of a
pseudocapsule of connective tissue showing a discrete inflammatory
infiltrate. Adjacent adipose tissue was invaded by tumor cell nests in
some cases. The neoplastic parenchyma was composed of pleomorphic
cells with irregular shape and sometimes, a vesiculated and hypocor-
atous cytoplasm. The cells also had eosinophilic (hyperchromasia) nu-
clear material showing loose chromatin and prominent nucleoli, mul-
tinucleation, and increased nucleus-cytoplasm ratio. The stroma
showed abundant fibroblasts and the center of the tumor was char-
acterized by an extensive area of caseous necrosis.

The periphery of the tumors of the methotrexate-treated animals
(Fig. 5B) was characterized by a parenchyma composed of a few layers
of cells organized as cords. In comparison with the negative control, the
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Fig. 4. Evaluation of the number of primary and secondary vessels around the
sarcoma 180 tumor. (A) Representative photos of the tumors (T) and the vas-
cular network (PV: primary vessel; SV: secondary vessel). (B) Number of ves-
sels. (C) Gauge of vessels. The animals were treated for 7 days with in-
traperitoneal injection of 0.15M NaCl (negative control), methotrexate (MTX,
positive control), saline extract from S. terebinthifolia leaves (SE, 100 mg/kg)
and S. terebinthifolia leaf lectin (SteLL at 1 and 5mg/kg). Each bar represents
the mean + SE of the results for six animals. Different lowercase or uppercase
letters indicate significant differences (p < 0.05) by one-way ANOVA followed
by Tukey's test.

tumor cells were smaller and more homogeneous, and the necrosis re-
gion was larger. The stroma, although very noticeable, did not show
prominent vascularization.

In the group treated with SE (Fig. 5C), the pseudocapsule of the
neoplastic mass showed inflammatory infiltrates and nests of cancer
cells that have invaded the skeletal striated muscle tissue located in the
periphery of the tumor (implantation site). This region, as well as all the
tumor parenchyma, was highly vascularized and composed of a thin
layer of mononucleated or multinucleated cells, with loose chromatin
and evident nucleolus. Hyperchromasia and cytoplasmic vacuolization
adjacent to an extensive area of caseous necrosis were observed. These
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Fig. 5. Histopathological evaluation of the tumor, liver and kidney of the animals treated with intraperitoneal injection of 0.15 M NacCl (A), methotrexate (B), saline
extract from S. terebinthifolia leaves, SE, at 100 mg/kg (C) and S. terebinthifolia leaf lectin, SteLL, at 1.0 mg/kg (D) and 5 mg/kg (E). The treatments started at the 8th
day after tumor inoculation and lasted 7 days. II = Inflammatory infiltrate; CT = collecting tubules; BC = Balloon-like cells; CV = centrilobular vein; RC = Renal

corpuscle; TC= tumor cells; N = necrosis.

data agree with the results found in the antiangiogenic analysis, in
which there was no reduction in the number of primary and secondary
vessels, but only in their gauge.

Tumors of the group treated with SteLL at 1 mg/kg (Fig. 5D) were
characterized by parenchyma cells with extensive areas of necrosis
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showing the same morphological characteristics found in the group
treated with the extract. Discrete inflammatory infiltrates were ob-
served at the periphery of the necrotic areas. In the histopathological
analysis of the tumors of the group treated with SteLL at 5 mg/kg group
(Fig. 5E), we observed a reduced and slightly vascularized parenchyma,
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composed of cells with homogeneous morphological characteristics,
some of them with vacuolated cytoplasm (balloon-like cells). The center
of the neoplasia was necrotic, and unlike the other groups, necrosis was
also observed at the periphery of the restricted tumor mass. These re-
sults highlight the qualitative differences between the treatments with
SE and SteLL, revealing that the treatment with the lectin at the highest
concentration was more effective in promoting degeneration of the
tumor, although the weight reduction was not significantly lower than
those of the other treatments. This supports the higher efficacy of the
isolated lectin in comparison with the extract, as demonstrated by the in
yitro cytotoxicity assay.

Lectins have been reported to exert immunomodulatory effects that
can aid to combat cancer and microbial infections; these proteins can
modulate the production of nitric oxide, cytokines, and chemokines as
well clonal expansion and activation of lymphocytes (Patriota et al.,
2017; Procépio et al., 2018). The antitumor activity of SteLL can be due
to the activation of anti-cancer immune responses in vivo and studies
are currently being performed to evaluate the immunomodulatory
properties of this lectin.

The interesting results described above demonstrated the antitumor
potential of SE and particularly that of SteLL. However, the toxicity of
new drug candidates is a limitation to their effective adoption. Thus, a
toxicological analysis using different parameters was also performed.
Twenty-four hours after the beginning of the treatments (9th day),
there was a significant decrease (p < 0.05) in the relative water con-
sumption of all the groups in comparison with the negative control and
the Sham group, mainly in treatments with SE and SteLL at 5mg/kg
(Fig. 6A). However, there was a resumption of water consumption in
the SE and SteLL groups during the experiment, as can be observed at
the 14th day, with values higher or close to that of the Sham group; the
water consumption value in the group treated with SteLL at 1 mg/kg
was similar to that of the negative control (Fig. 6A). On the other hand,
this was not observed for the group of animals treated with
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Table 1

Mean initial and final body weight of healthy animals (Sham group) as well as
of Sarcoma 180-bearing animals treated with 0.15M NaCl (negative control),
methotrexate 1.5 mg/kg (MTX), saline extract from S. terebinthifolia leaves at
100 mg/kg (SE) and isolated SteLL at 1 and 5 mg/kg.

Groups Body weight (g) Variation (g)
Initial Final

Sham 31.17 + 0.40 31.50 * 0.85 0.33 = 0.84 a
Negative control 35.00 = 0.37 37.17 + 0.40 217 = 047 a
MTX 31.83 + 0.40 30.00 = 0.73 —-1.83 = 0.79b
SE 33.33 = 0.21 33.67 £ 0.42 0.34 = 0.55a
SteLL 1 mg/kg 27.50 += 0.56 32.00 = 0.37 450 = 0.42 ¢
SteLL 5 mg/kg 27.83 + 0.40 29.33 + 0.71 1.50 = 0.56 a

Each value corresponds to the mean + SE of data from six animals. Different
letters indicate significant differences (p < 0.05) between the groups by one-
way ANOVA followed by Tukey's test.

methotrexate, whose relative water intake value was only 3.34% at the
14th day.

In terms of relative food consumption (Fig. 6B), the treatment with
SteLL at 5mg/kg led to a significant (p < 0.05) reduction on the 9th
day in comparison with Sham and negative control groups. On the 14th
day, the animals treated with SE and SteLL showed relative food con-
sumption similar (p > 0.05) to animals in the Sham and negative
control groups. On the other hand, administration of methotrexate led
to a remarkable reduction in food consumption throughout the ex-
periment.

Although the administration of SE and SteLL led to a lower con-
sumption of water and food, there was no weight loss at the end of the
assay and even with the highest weight gain (4.5g) observed in the
group treated with SteLL at 1 mg/kg (Table 1). On the other hand, the
group treated with the methotrexate was the only group that lost

Day 9 Day 14
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Fig. 6. Relative consumption of water (A) and food (B) at the 2nd, 9th and 14th day after tumor cell inoculation by animals treated with intraperitoneal injection of
0.15M NacCl (negative control), methotrexate (MTX, positive control), saline extract from S. terebinthifolia leaves (SE, 100 mg/kg) and S. terebinthifolia leaf lectin
(SteLL at 1 and 5mg/kg). The treatments started at the 8th day after tumor inoculation and lasted 7 days. Each bar represents the mean + SE of the results for six
animals. Different letters indicate significant differences (p < 0.05) by one-way ANOVA followed by Tukey's test.
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Table 2
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Relative weight of organs of healthy animals (Sham group) as well as of Sarcoma 180-bearing animals treated with 0.15M NaCl (negative control), methotrexate
1.5mg/kg (MTX), saline extract from S. terebinthifolia leaves at 100 mg/kg (SE) and isolated SteLL at 1 and 5mg/kg.

Organs Groups
Sham Negative control MTX SE SteLL 1 mg/kg SteLL 5 mg/kg

Heart 0.50 = 0.01 ab 0.48 + 0.03 a 0.44 + 0.01 b 0.52 + 0.01 a 0.43 + 0.02b 0.49 + 0.05 ab
Kidney 0.59 + 0.01 ab 0.58 + 0.03a 0.53 + 0.01b 0.57 * 0.02 ab 0.60 + 0.03 ab 0.58 * 0.01 ab
Liver 5.27 * 0.04 ac 578 + 0.22b 4.60 * 0.16 a 533 * 0.14c 5.04 + 0.26 ac 5.05 + 0.18 a
Lung 0.64 + 0.02 ab 0.64 = 0.03 a 0.59 + 0.02b 0.70 = 0.02 a 0.71 + 0.03 a 0.72 + 0.01 ab
Pancreas 0.15 + 0.03 a 0.23 *+ 0.04 a 0.15 * 0.03a 0.21 * 0.04a 0.19 + 0.05a 0.27 * 0.06 a
Spleen 0.85 + 0.05a 1.11 £ 0.12b 0.33 + 0.03c 0.86 * 0.04 a 0.99 + 0.06 ab 1.07 + 0.04 ab
Stomach 1.97 = 0.24 a 1.74 = 0.09 a 4.98 + 0.66 b 1.73 = 0.07 a 1.54 = 0.15a 1.58 = 0.13 a

Each value corresponds to the mean = SE of data from six animals. For each organ, different letters indicate significant differences (p < 0.05) between the groups

by one-way ANOVA followed by Tukey's test.

weight. It has been demonstrated that methotrexate causes intestinal
mucositis and this, in turn, may delay gastric emptying and gastro-
intestinal transit in rats (Soares et al., 2011), which may explain the
great reduction in consumption of water and food and the weight loss.

Very minor significant (p < 0.05) differences were detected be-
tween the relative weight of the heart and liver of animals treated with
SE or SteLL and those of the negative control, while no changes were
observed with the other organs (Table 2). In addition, no difference was
detected in the Sham group. These results indicate that the treatments
with the extract and lectin did not lead to hypertrophy or hypotrophy of
mice organs. Conversely, the group of animals treated with metho-
trexate had a decrease in the relative weight of the liver and spleen and
an increase in the relative weight of the stomach, which were sig-
nificantly different (p < 0.05) from those of the other groups
(Table 2).

A significant decrease in the overall leukocyte number in animals
treated with methotrexate was observed in comparison with that in
animals from all the other groups (Table 3). For the treatments with S.
terebinthofolia agents, an increase in the number of monocytes was
detected in SE group, in comparison with the negative control. The
other hematological parameters were not statistically different
(p > 0.05) between the treatments, the Sham and the negative control
groups.

Table 4 also shows that serum AST levels were moderately increased
(2-3 times) in all treatments, in comparison with the negative control,
although the increase was only significant (p < 0.05) in the SE group.
In spite of this, macroscopic alterations and changes in the relative
weight of the liver were not observed in SE and SteLL groups. On the
other hand, there was a reduction in the relative weight of the liver in

Table 3

the group treated with methotrexate. Microscopic analysis showed that
the livers of the animals from the negative control (Fig. 4A) contained
hepatocytes that did not exhibit cellular atypia and were arranged in
cords of cells directed at the centrilobular veins. The hepatic vessels
were hyperemic. Sparse hepatocytes with possible hyaline degeneration
or presence of some unstained vacuoles were observed. The livers of the
animals treated with methotrexate (Fig. 5B) showed preserved lobular
architecture, but hyperemic portal and lobular vessels. Foci of tissue
destruction (areas of necrosis) were also observed, which may explain
the reduction in the relative weight. In addition, they showed discrete
regions with reactional alterations with discrete inflammatory in-
filtrates. For the animals treated with SE (Fig. 5C) and SteLL (Figs. 5D
and 5E), the livers showed preserved lobular architecture, but the
presence of hepatocytes with multiple vacuoles and central nucleus
suggestive of microvesicular steatosis was also observed. These changes
may be associated with the increase in serum AST levels.

No significant differences were found in the glucose, urea, and
creatine levels of the animals among the different treated groups
(Table 4). The kidneys of animals from the negative control (Fig. 5A)
and methotrexate (Fig. 5B) groups had preserved medullary and cor-
tical architectures, with adequate vascularization, and without signs of
cellular changes. Only one animal from the methotrexate group had a
small area of hemorrhage. In the group treated with SE (Fig. 5C), hy-
peremic vessels and mild edema were observed in the medullary layer,
although no areas of reversible or irreversible cell damage were ob-
served. For the animals treated with SteLL (Figs. 5D and 5E), the ne-
phrons had renal corpuscles with reduced filtration space and altered
architecture of the proximal and distal contorted tubules, as well as
regions of reorganization in the cortical parenchyma. The proximal

Hematological parameters of healthy animals (Sham group) as well as of Sarcoma 180-bearing animals treated with 0.15M NaCl (negative control), methotrexate
1.5 mg/kg (MTX), saline extract from S. terebinthifolia leaves at 100 mg/kg (SE) and isolated SteLL.

Parameters Groups
SHAM Negative control MTX SE SteLL 1 mg/kg SteLL 5 mg/kg
Erythrocytes (10%/mm?) 5.96 + 0.19 a 6.30 =+ 0.38 a 7.88 + 0.44 a 6.88 + 1.02 a 7.50 + 0.13 a 7.26 + 0.19 a
Hemoglobin (g/dL) 10.29 + 0.39a 11.38 + 0.58 a 13.82 + 0.72 a 12.93 + 2.55a 14.26 + 0.32 a 13.15 + 0.67 a
Hematocrit (%) 30.88 + 1.18a 3414 + 1.76 a 41.48 + 217 a 39.99 + 6.59 a 42.81 + 098 a 39.48 = 2.01a
MCV (fL) 51.60 + 1.20 a 54.20 = 0.73 a 53.00 =+ 0.83 a 57.40 = 1.60 a 57.50 £ 2.04 a 54.17 = 1.22 a
MCH (pg) 17.20 + 0.48 a 18.20 + 0.20 ab 17.80 = 0.37 ab 19.40 = 0.50 b 19.17 = 0.60 ab 18.00 + 0.44 ab
Leukocytes (10%/mm?) 5.44 * 0.66 ab 10.21 + 1.79b 3.22 = 0.59¢ 9.85 + 226 b 7.94 = 0.68 ab 10.43 = 1.03b
Rods (%) 0.80 + 0.37 a 0.80 + 0.48a 0.80 + 0.80 a 0.0 = 00a 0.0 £ 00a 0.0 = 0.0a
Segmented (%) 45.60 = 4.43 a 46.40 * 6.66 a 46.20 + 4.07 a 47.80 + 5.60 a 49.83 + 6.43a 41.67 * 3.20a
Eosinophils (%) 0.60 + 0.40 a 0.60 + 0.40 a 0.00 + 0.00 a 0.00 + 0.00 a 0.00 + 0.00 a 0.00 + 0.00 a
Basophils (%) 0.00 + 0.00 a 0.00 + 0.00 a 0.00 = 0.00 a 0.00 = 0.00 a 0.00 = 0.00 a 0.00 + 0.00 a
Lymphocytes (%) 51.20 + 4.18 a 52.00 + 6.64 a 50.80 + 4.80 a 48.60 + 5.70 a 48.50 * 6.41 a 56.67 + 3.58 a
Monocytes (%) 1.80 = 0.58 ab 0.20 + 0.20 a 2.20 + 0.91 ab 3.60 + 0.40b 1.67 = 0.55 ab 1.66 = 0.55 ab
Platelets (10%) 1.22 = 0.54 a 1.60 = 0.62 a 0.53 = 0.07 a 0.55 = 0.23 a 0.87 = 0.19a 1.10 = 0.10 a

+

Each value corresponds to the mean *
ANOVA followed by Tukey's test.

SE of data from six animals. Different letters indicate significant differences (p < 0.05) between the groups by one-way
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Table 4
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Biochemical parameters of healthy animals (Sham group) as well as of Sarcoma 180-bearing animals treated with 0.15M NaCl (negative control), methotrexate
1.5mg/kg (MTX), saline extract from S. terebinthifolia leaves at 100 mg/kg (SE) and isolated SteLL.

Groups Parameters

Urea (mg/dL) Creatinine (mg/dL) AST (U/mL) Glucose (mg/dL)
Sham 157.6 = 31.98 a 1.33 = 0.23 a 38.17 £ 5.89a 64.01 + 6.00 a
Negative control 82.5 = 15.65a 1.51 £ 0.23 a 37.13 = 10.33 a 68.57 = 4.55a
MTX 48.2 = 19.06 a 0.93 + 0.13a 71.36 = 8.05b 73.83 £ 11.72a
SE 171.2 * 49.00 a 093 + 0.13a 65.75 * 7.47 b 66.72 * 7.43 a
SteLL 1 mg/kg 50.2 = 7.66 a 093 = 0.13 a 56.09 = 4.78 ab 44.69 *+ 3.87 a
SteLL 5mg/kg 144.0 = 38.25a 0.93 + 0.13a 51.08 + 3.88 ab 63.66 * 6.67 a

Each value corresponds to the mean * SE of data from six animals. Different letters indicate significant differences (p < 0.05) between the groups by one-way

ANOVA followed by Tukey's test.
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Micronuclei number

Fig. 7. Frequency of micronuclei in bone marrow cells of animals treated with
intraperitoneal injection of 0.15 M NaCl (negative control), methotrexate (MTX,
positive control), saline extract from S. terebinthifolia leaves (SE, 100 mg/kg)
and S. terebinthifolia leaf lectin (SteLL at 1 and 5mg/kg). Each bar represents
the mean + SE of the results for six animals and 1000 cells were count for each
animal. Different letters indicate significant differences (p < 0.05) by one-way
ANOVA followed by Tukey's test.

convoluted tubules with cells showing projections at the cell boundary
were sometimes non-juxtaposed. Intense vascularization characterized
by multiple capillaries and presence of red blood cells were observed,
possibly indicating the process of angiogenesis. Discrete regions with
reactional changes with discrete inflammatory infiltrates were also
observed. The characteristics were more pronounced in the animals
treated with the lowest dose (1 mg/kg). These results suggest some
degree of renal toxicity of SteLL, although the basic physiological
function of the kidneys was not altered in the period evaluated, as in-
dicated by the urea and creatinine levels.

A possible genotoxic effect of SE and SteLL was also evaluated
through micronucleus counting and morphological analysis of bone
marrow cells. Micronucleus frequency was significantly higher
(p < 0.05) than in the negative control only in the methotrexate-
treated group (Fig. 7). Indeed, methotrexate was already indicated as
highly clastogenic, inducing chromosomal aberrations and significant
increase in the number of micronuclei (Choudhury et al., 2000). The
data demonstrate that treatment with SE and SteLL did not present
genotoxic action on the evaluated cells. Terra Junior et al. (2015) re-
ported that aqueous infusion from S. terebinthifolia leaves did not show
genotoxic effects on bone marrow cells when administered by gavage to
Wistar rats at 25, 50, 100, 150, and 200 mg/kg.

The data described in this paper reveal the pharmacological po-
tential of SteLL and confirm that this lectin is an antitumor agent pre-
sent in the leaves of S. terebinthifolia, popularly used for this purpose.
The results obtained raise some issues that can be object of study in
future works: (i) is the antitumor activity of SteLL specific for sarcoma

180 cells or can it be observed in other models? (ii) against what types
of cancer/stages/conditions could the lectin be effective? In addition,
the data serve as basis for the design of toxicological experiments
aiming to determine the minimal effective dose, maximal tolerated dose
and therapeutic index of SteLL.

4. Conclusion

The SE of S. terebinthifolia leaves and the isolated lectin are anti-
tumor agents against sarcoma 180 without promoting weight loss, he-
matological changes, and genotoxic effects in mice. However, some
degree of hepatic alterations and renal toxicity was observed, pointing
to the need of drug delivery strategies whether future studies led to the
development of an anticancer drug containing SteLL. The antitumor
effect may be linked to the cytotoxic activity of lectin through the in-
duction of apoptosis.
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ANEXO A- CERTIFICADO DE AUTORIZA(;AO DO COMITE DE ETICA
MINISTERIO DA EDUCACAO

MINISTERIO DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de autorizacao

Certificamos que a proposta infitulada: "AVALIACAO DAS ATIVIDADES
ANTITUMORAL, ANTI-INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO
SALINO E DA LECTINA DA FOLHA DE Schinus terebinthifolius”, registrada com o n®
0002/180816, sob a responsabilidade de Dalila de Brito Marques Ramos - que envolve a
producio, manutencio ou utilizaco de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - 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 Conselho Nacional de Confrole de
Experimentacio Animal (CONCEA), e fo1 aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMATS (CEUA) da Umversidade Federal do Vale do Sdo Francisco - UNIVASF, em
18/07/2016.

Finalidade ( )Ensmo (x) Pesquisa Cientifica

‘Vigéncia da autorizagio Agosto/ 2016 a julho/ 2017

Espécie/linhagem/raca Mus musculus

N° de animais 120

Peso/Idade 25-30g / 6- 8 semanas

Sexo Fémeas

Origem Biotério da UNIVASF campus
Petrolina - CCA

Em- 19/08/2016

Dra. Andréa Vieira Qolombo
Coordenadora da Comissdo de Etica da UNIVASF
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