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RESUMO

INVESTIGACAO DA TOXICIDADE ORAL AGUDA E PROPRIEDADES
FARMACOLOGICAS DE UMA ESPECIE DO GENERO CASSYTHA.

As plantas tém estado presentes na cultura humana desde sua origem, sendo
utilizadas para diversos fins, inclusive para o tratamento de doencas. Pratica que foi
transmitida de geracdo em geracdo. A evolucdo do conhecimento, no entanto,
demanda abordagens mais amplas sobre as espécies vegetais com potencial
terapéutico, visando garantir a seguranca e validar seu uso tradicional. A Cassytha
filiformis (Cas01), espécie do género Cassytha, € utilizada na medicina popular para
tratar cancer, tripanossomiase, doencas renais e gonorreia. Dentre suas atividades
comprovadas, destacam-se os efeitos antiagregante plaquetario, relaxante vascular,
antioxidante, citotoxico, anti-hipertensivo, hepatoprotetor, antiepilético, diurético e
antagonista do receptor alfa-adrenérgico. Entre seus metabdlitos secundarios, tém
sido identificados alcaloides com proveito terapéutico. Até o momento, no entanto,
inexistem estudos que subsidiem a seguranca de sua aplicacao terapéutica ou que
explorem possiveis propriedades anti-inflamatdrias como base para suas acbes
terapéuticas. Portanto, a toxicidade oral aguda foi avaliada de acordo com a OECD
425. Partindo de uma administracdo de 2.000 mg/kg (v.0.) do extrato em ratos, foram
avaliados nas primeiras 4 h e nos 14 dias seguintes, sinais hipocraticos de toxicidade,
atividade locomotora espontanea, ganho de peso, consumo de agua e alimento, além
de peso relativo dos 6rgdos e os padroes hematoldgicos ao final do periodo. A
atividade antinociceptiva foi avaliada em camundongos, sendo aplicados o teste das
contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético e o teste da formalina (CEUA n°
1050140817). A dose limite do extrato ndo promoveu sinais hipocraticos de toxicidade
ou mortes. Também nédo houveram alteracdes nos padrées de consumo de racéo e
agua ou no ganho ponderal. A avaliacdo do peso relativo dos orgaos (figado, rins,
estbmago e coracdo) e do hemograma evidenciaram padrdes equivalentes entre os
animais tratados e controles. O Cas01 também néo prejudicou a atividade locomotora
dos animais. O Cas01 demonstrou nao ter influéncia sobre as contor¢des induzidas
pelo acido acético, bem como ndo promoveu alteracdes significativas sobre a
nocicepcao bifasica induzida pela formalina. Tais achados demonstram pela primeira

vez que o Cas 01 é um xenobiotico de baixa toxicidade oral aguda. Demonstram ainda



gue suas acdes terapéuticas nao envolvem mecanismos nociceptivos ou

inflamatorios.

Palavras-chave: Cassytha filiformis; dor; inflamacao; nocicepcéo; toxicidade.



ABSTRACT

Plants have been present in human culture since its inception, being used for several
purposes, including for the treatment of diseases. This practice has been handed down
from generation to generation. The evolution of knowledge, however, demands
broader approaches on plant species with therapeutic potential, in order to ensure
safety and validate its traditional use. Cassytha filiformis, a species of the genus
Cassytha, is used in folk medicine to treat cancer, trypanosomiasis, kidney disease
and gonorrhea. Among its proven activities, the antiplatelet, vascular relaxing,
antioxidant, cytotoxic, antihypertensive, hepatoprotective, antiepileptic, diuretic and
alpha-adrenergic receptor antagonist effects stand out. Among its secondary
metabolites, alkaloids have been identified for therapeutic benefit. To date, however,
there are no studies that support the safety of its therapeutic application or that explore
possible anti-inflammatory properties as the basis for its therapeutic actions. Acute oral
toxicity was assessed according to OECD 425. Starting from an administration of 2000
mg / kg (v.0) of extract in rats, the hippocratic signs of toxicity, spontaneous locomotor
activity, weight gain, water and food consumption, as well as relative body weight and
hematological patterns at the end of the period. The antinociceptive activity was
evaluated in mice, using the acetic acid induced writhing test and the formalin test
(CEUA n° 1050140817). The cutoff dose of the extract did not promote hipocratic signs
of toxicity or death. There were also no changes in feed and water consumption or
weight gain patterns. The evaluation of the relative weight of organs (liver, kidneys,
stomach and heart) and hemogram showed equivalent standards between treated and
control animals. Cas01 also did not impair the locomotor activity of the animals. Cas01
was shown to have no influence on the contortions induced by acetic acid, nor did it
promote significant alterations on formalin-induced biphasic nociception. These
findings demonstrate for the first time that Cas 01 is a xenobiotic of low acute oral
toxicity. They also demonstrate that their therapeutic actions do not involve nociceptive

or inflammatory mechanisms.

Key words: cassytha filiformis; inflammation; nociception; pain; toxicity.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio da vida humana, as plantas estdo presentes em diferentes
culturas, sendo utilizadas para diversos fins, inclusive para o tratamento de doencas.
Este conhecimento tem sido preservado através da transmissdo oral ou escrita e
passado de geracdo em geracao (EDEWOR et al, 2016). No mundo, estima-se que
mais de 80% da populacéo faz uso de algum tipo de tratamento fitoterapico (RIBEIRO
et al, 2014).

A maioria das drogas aprovadas clinicamente sdo produtos naturais ou
derivadas de compostos naturais (XIN et al, 2016). Diante disto, as plantas medicinais
vém historicamente reafirmando seu valor como fonte de moléculas bioativas com
potencial terapéutico, representando uma reserva importante para a descoberta de
novos farmacos. Apesar de a industria investir na descoberta de novos compostos
sintéticos, tem sido encontrada uma tendéncia de queda no nimero de medicamentos
inovadores, evidenciando a relevancia da pesquisa a partir de fontes naturais
(ATANASOQV et al, 2015).

Neste contexto, o Brasil se destaca pela sua ampla variedade de espécies
vegetais, representando a maior biodiversidade do planeta. Muitas dessas plantas sao
utilizadas pela populacdo nativa para tratar enfermidades, pratica fortemente
influenciada pela tradicéo, por crencas ou ainda pela dificuldade de acesso ao sistema
de saude. Portanto, junto a essa biodiversidade amaz6nica, ha também uma rica fonte
de conhecimentos tradicionais, oriundos dos grupos étnicos preservados que nela
residem (RIBEIRO et al, 2014; SANTOS et al, 2008).

Esta cultura de insercdo de produtos naturais na cultura medicinal junto a
tendéncia crescente de uso de plantas medicinais como estratégias terapéuticas
alternativa ou complementares aos medicamentos industrializados demandam o
estabelecimento de um elo entre a medicina popular e a pesquisa cientifica, dada a
necessidade de garantir a seguranca de sua aplicacdo. Tal relacdo tem inspirado
também inUmeras pesquisas no mundo inteiro, que buscam verificar as propriedades
farmacoldgicas presumidas popularmente em diversos produtos naturais aplicados ao
tratamento de doencas (ATANASOQV et al, 2015, BABAY!I et al, 2017).

Uma grande diversidade de doencas que afetam os seres humanos envolve

mecanismo nociceptivos e inflamatorios, sendo cada vez mais explorada a utilizacéo
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de drogas que tenham a capacidade de modular estes processos. De fato, diferentes
classes de farmacos, sdo capazes de modular processos nociceptivos e inflamatérios
envolvendo mecanismos neurais, imunolégicos e hormonais periféricos e centrais. Os
Anti-Inflamatérios N&o Esteroidais (AINES) estdo entre os medicamentos mais
utilizados em todo o mundo, fornecendo importantes contribui¢cées para a melhoria da
gualidade de vida das pessoas. Apesar disto, estas drogas sao frequentemente
vinculadas a reacdes adversas graves, resultando em toxicidade renal e/ou hepatica,
discrasias sanguineas e lesdo gastrintestinal, o que limita seu uso (MENDES et al,
2012). Tal contexto reafirma a necessidade da busca por novas drogas que figurem
como alternativas efetivos, mas principalmente mais seguras.

Entre as espécies de ocorréncia amazoénica com potencial proveito terapéutico,
a espécie Cassytha filiformis, pertencente ao género Cassytha, da familia Lauraceae
(MORAES, 2005), inserida na cultura medicinal local, sendo aplicada ao tratamento
de cancer, tripanossomiase, doencgas renais e gonorreia. Sua prospeccao fitoquimica
tem revelado a presenca de alcaloides com potencial terapéutico voltado a modulagéo
de processos inflamatorios. Outras atividades desta espécie ja foram alvo de
investigacdo, revelando acdes antiagregante plaquetaria, vasorrelaxante, diurética,
antagonista do receptor alfa-adrenérgico (MYTHILI et al, 2011; SHARMA et al, 2009;
TSAI et al, 2008), antioxidante (MYTHILI et al, 2011), citotoxica (STEVIGNY et al,
2002; HOET et al, 2004), antiepilética (GOVARDHAN et al, 2011), hepatoprotetora
(RAJ et al, 2013) e anti-hipertensiva (YORI YULIANDRA e ARMENIA, 2017). Apesar
disto, ndo ha, até o presente momento, dados que subsidiem a seguranca de sua
utilizac&o por via oral ou sua eficacia sobre processos nociceptivos ou inflamatorios.

Desta forma, o presente estudo se propde avaliar em modelos pré-clinicos a
toxicidade oral aguda e as possiveis propriedades farmacoldgicas ligadas ao processo

da dor e da inflamacao de uma espécie do género Cassytha.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cassythafiliformis |. - aspectos botéanicos

2.1.1 CLASSIFICACAO

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Laurales

Familia: Lauraceae

Género: Cassytha L.

Espécie: Cassytha filiformis L.

2.1.2 FAMILIA LAURACEAE

A familia Lauraceae é um das familias mais importantes das angioespermas e
compreende cerca de 50 géneros e 2500 espécies (AMBI et al, 2017; LENTA et al,
2015). Possui distribuicdo pantropical, sendo encontrada nas regifes tropicais da
América, Asia, assim como Australia e Madagascar. No Brasil, ja foram identificados
23 géneros e 434 espécies desta familia (SANTOS e ALVES, 2013; MORAES, 2005).

Suas espécies sao tipicamente arvores lenhosas ou arbustos, com folhas
alternas, flores pequenas, unissexuadas ou bissexuadas, actinomorfas, com frutos do
tipo bacaceo ou nucula. O género Cassytha mostra-se uma excessao, visto que é
composto por espécies trepadeiras parasitas e sem folhas. A plantas da familia
Lauraceae sao frequentemente utilizadas na industria madereira, no setor de
perfumaria, cosmetologia e na industria farmacéutica (SANTOS e ALVES, 2013;
MORAES, 2005).Muitas espécies de plantas pertencentes a esta familia mostraram
ser ricas em alcaldides e lignanas bioativas, assim como flavondides e terpendides
(LENTA et al, 2015).
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2.1.3 GENERO CASSYTHA L.

O género Cassytha (gr. - ‘cuscuta’) € caracterizado por plantas trepadeiras
perenes parasitas e sem folhas (AMBI et al, 2017). A regido formadora de haustério
esta localizada no caule, de forma que as mudas desenvolvem raizes, que captam
agua e nutrientes do solo, sustentando a planta por mais de um més antes de
parasitar. Se desenvolvem geralmente em praias de regides tropicais e subtropicais,
mas também estdo presentes em campos. Parasitam arvores com caules altamente
lignificados (FURUHASHI et al, 2016, NELSON, 2008).

Este género contém cerca de 20 espécies cosmopolitas e ja foram identificados
inimeros componentes quimicos, como alcaloides aporfinicos (actinodafininas,
isoboldina, cassameridina, cassamedina e lisicamina), e flavonoides, como
leucoantocianidinas (MURAI et al, 2008; WU et al, 1997).

2.1.4 ESPECIE CASSYTHA FILIFORMIS L.

Trata-se de uma das principais espécies do género Cassytha, sendo
cosmopolita e amplamente distribuida na América do Sul, presente na Amazonia,
Mata Atlantica e Matas Ciliares do Cerrado. Popularmente € conhecida como cip6-
chumbo, corddo-de-ouro e erva-de-chumbo. Estabelece relacdo de parasitismo com
plantas Acacia, Azadirachta e Mangifera indica (Figura 1), além de herbaceas, ervas
daninhas, arbustos pequenos e arvores baixas (EDEWOR et al, 2016; SANTOS e
ALVES, 2013).
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Figura 1. Relacdo de parasitismo da espécie Cassytha filiformis
com Mangifera indica (Fonte: Nelson, 2008).

E caracterizada por apresentar troncos semelhantes a um fio, caule verde
alaranjado, folhas reduzidas e dispostas em espiral, glabras e pubescentes,
inflorescéncia reduzida, frutas bagas, pretas e arredondas, sendo a floracédo e
frutificacdo encontradas durante todo o ano. Quanto aos seus constituintes
fitoquimicos, estudos demonstraram a presenca de fendis, alcaloides e flavonoides.
No Brasil foram identificados treze alcaloides. Em Taiwan, foram identificados
alcaloides aporfinicos como catafilina, cataformina, actinodafinina, N-metil-
actinodafinina, predicentrina e ocoteina (MYTHILI et al, 2011, NELSON, 2008).

Inserida na cultura medicinal popular, esta espécie apresenta grande
diversidade de indicacfes terapéuticas, como vermifuga; supressdo da lactacdo
(AMBI et al, 2017); tratamento de doencas renais, incluindo infec¢des do trato urinario
e como diurético; tratamento de gonorreia e malaria (EDEWOR et al, 2016; WU et al,
1997). Na Nigéria, também € utilizado no tratamento da diabetes, ulceras e
hemorroidas (BABAYI et al, 2007). Segundo Govardhan et al (2011) também é
utilizada como indutor da menstruacgéo nas llhas Fiji, e na Micronésia o caule da planta
€ empregado para tratar a queimadura de agua viva.

Durante a investigacao destas alegacfes foram verificadas a¢des antitumorais
e citotoxicas (STEVIGNY et al, 2002; HOET et al, 2004), também como antiagregante
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plaquetario e vasorelaxante (MYTHILI et al, 2011; RAJ et al, 2013; SHARMA et al,
2010; TSAI et al, 2008; CHANG et al, 1997).

Entre outras propriedades farmacologicas comprovadas, destacam-se
atividades antioxidante (MYTHILI et al, 2011), hepatoprotetor (RAJ et al, 2013),
antiepilético (GOVARDHAN et al, 2011), anti-hipertensivo (YORI YULIANDRA e
ARMENIA, 2017), diurético (SHARMA et al, 2009) além de bloqueador alfa
adrenérgico (CHANG et al, 1997).

Ademais, a espécie também é explorada nas industrias de tinturas para a
producdo de corantes, devido ao pigmento que da coloracdo caracteristica ao seu
caule (AMBI et al, 2017).

2.2 Toxicidade de Produtos Naturais

O uso de produtos naturais no tratamento de diversas doencas aumentou
significativamente nas ultimas trés décadas e é descrito que até 80% da populacéo
mundial, geralmente de paises em desenvolvimento, dependem da medicina
tradicional para cuidados primarios de atencdo a saude, segundo Ekor (2014).
Diversos fatores podem ser responsaveis por este dado, como alto custo e elevada
incidéncia de reacdes adversas dos medicamentos industrializados e alegacdo da
eficacia dos produtos naturais (AOUACHRIA et al, 2017). Além disto, por serem
baseados em uso de geracdo em geracdo, geralmente os fitoterapicos séo
considerados como seguros ou de baixa toxicidade (UGWAH-OGUEJIOFOR et al,
2019).

Apesar disto, € um equivoco categorizar os fitoterapicos como seguros, apenas
por serem derivado de produtos naturais. Paracelso, médico e alquimista dos anos
1500 é o dono da frase que revolucionou a histéria da medicina e toxicologia: “Todas
as substancias sao venenos, nao existe nada que nao seja veneno. Somente a dose
correta diferencia o veneno do remédio” (SALEEM et al, 2017).

As plantas, assim como medicamentos industrializados, podem apresentar o
mesmo potencial de causar reacfes adversas prejudiciais. Ressaltando entédo, a
importancia dos estudos toxicolégicos para avaliar a seguranca advindas do uso de
possiveis candidatos a farmaco (MENEGATI et al, 2016).
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Diante disto, estudos foram realizados a fim de verificar a seguranca de extratos
do género Cassytha e segundo Babayi e colaboradores (2007) quando administrado
nas doses terapéuticas normais, o extrato aquoso ndo causou efeitos toxicos graves
nos parametros hematolégicos, bioquimicos e relacionado ao peso dos 6rgéos.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Food and Drug
Administration (FDA), essa validacdo da eficacia e seguranca se da através de
estudos de base cientifica, categorizados em diversas classes (SALEEM et al, 2017).
De acordo com os 6rgaos regulamentadores como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), para caracterizar o perfil toxicolégico de qualquer substancia é
necessario segufir o Guia para a Conducao de Estudos N&o Clinicos de Toxicologia e
Seguranca Farmacolégica Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos, sendo
este guia baseado em documentos de agéncias regulamentadoras como FDA e
instituicbes como Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OECD).

Segundo a OECD 425, é preconizado o uso de ratos fémeas, por serem mais
sensiveis, estas devem estar na idade de adultos jovens (entre 8 e 12 semanas) e

devem ser nuliparas e néo gravidas.

2.3 Dor

A dor, segundo a Associacgao Internacional para o Estudo da Dor (International
Association for Study of Pain — IASP), é definida como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel, associada a um dano tecidual real ou potencial ou descrita
como se o dano estivesse presente”. Ela atinge cerca de 30% da populacéo brasileira,
ou seja, a todo o momento esta faixa percentual tem sua capacidade laboral e/ou
gualidade de vida prejudicada pela incidéncia de processos algicos. Por ser de
natureza extremamente subjetiva e englobar componentes sensoriais, emocionais,
cognitivos e sociais, possui dificil definicdo (ELLISON, 2017; BOLL et al, 2017).

O processo pelo qual a dor se torna uma experiéncia consciente é denominado
nocicepcao, sendo definido como “o processo neural de codificacdo de estimulos

nocivos”, ou ainda, o mecanismo responsavel pela codificacdo e processamento dos
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eventos neurais provocados pelos estimulos nocivos detectados na periferia
(YEZIERSK e HANSSON, 2017). Desta forma, as terminagdo nervosas livres
especializadas na percepcao destes estimulos sdo chamados de nociceptores. Sao
eles um subconjunto altamente especializado de neurbnios sensoriais primarios que
respondem apenas a estimulos de lesivos e 0s converte em impulsos nervosos, que
o Sistema Nervoso Central (SNC) interpreta elaborando a sensacéo de dor (ELLISON,
2017).

As fibras nervosas nociceptoras séo classificadas como mielinizadas (Ad) ou
nao-mielinizadas (fibras C), ou ainda de acordo com tipo de estimulagdo a que séo
sensiveis, podendo ser quimica, mecanica ou térmica (LACAGNINA et al, 2017
SNEDDON, 2017).

Para dar origem a experiéncia da dor, € necessario um circuito complexo de
processamento de informacdes, sendo dividido em quatro fases: transducao,
transmissao, percepcao e modulacédo (KHALID e TUBBS, 2017).

A transdugéo é a converséo de um estimulo nocivo em atividade elétrica nos
terminais periféricos de fibras sensoriais nociceptoras. A segunda fase, transmissao,
€ a passagem de potenciais de acdo do terminal periférico ao longo do axdnio, para
as terminacdes centrais dos nociceptores no SNC. A terceira fase, designada
percepcao, refere-se a “decodificagaol/interpretacéo” da entrada aferente no cérebro,
gue da origem a experiéncia sensorial especifica de cada individuo. Essa percepcao
€ muito variavel, pois pode ser influenciada por varios fatores, como genética, cultura,
idade, género, estado de saude, entre outros. A quarta e Ultima fase da nocicepcao é
a modulacédo, que é a alteracdo (aumento ou supressao) da entrada sensorial. Esta
modulacado dos estimulos de dor antes de sua percepc¢éo é de acordo com a inibicédo
ou aumento através das influéncias supra espinhais, decorrentes da medula e do
mesencéfalo (ELLISON, 2017).

De acordo com seus mecanismos fisiopatologicos, a dor pode ser classificada
como nociceptiva, neuropética ou inflamatéria. A dor nociceptiva se origina da
ativacdo aguda de fibras nervosas primarias nociceptivas, incluindo dor somatica e
visceral. Possui papel iminentemente fisioldgico, na protecéo contra o dano de tecidos
(ZEILHOFER, 2007).

A dor neuropatica é causada por uma lesdo ou doenca no sistema
somatossensorial e leva a mudangas em longo prazo nas estruturas da via da dor e

processamento anormal das informagfes sensoriais, causando amplificacdo da dor
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mesmo sem estimulacdo por lesdo ou inflamac&o, chamado de dor espontéanea,
caracterizada por ser a forma de dor de mais dificil tratamento. A dor neuropatica pode
ainda ser subdividida em dor simpaticamente mediada, central ou periférica
(ELLISON, 2017; ZEILHOFER, 2007).

A dor inflamatoéria, por sua vez, € originéria de todas as formas de inflamacéao
e geralmente ocorre apds danos nos tecidos e infiltracdo de células imunes no local
da lesdo. As dores neuropaticas e inflamatdrias podem ultrapassar a causa primaria
de dor, se transformando em crénica e fazendo entdo com que ocorram mudancas
plasticas no processamento nociceptivos, ndo sendo mais facilmente reversiveis com
tratamento farmacolégico (ELLISON, 2017; SEGAL et al, 2017).

2.4 Inflamacéao

A inflamacédo é uma resposta imune do organismo a agressdes, como lesdes
teciduais, infeccdes bacterianas ou virais, exposicao a alérgenos, radiacdo, produtos
guimicos toxicos, doencas autoimunes, obesidade, consumo de alcool, tabaco ou
dieta hipercalorica (REUTER et al, 2010). Seu mecanismo tem por objetivo eliminar o
agente lesivo e garantir a manutencdo da homeostase no corpo, através de eventos
vasculares, celulares e linfaticos. As fases de inducdo e resolucdo da resposta
inflamatoria sdo altamente dependentes de mudancas funcionais e estruturais na
microcirculacédo (KVIETYZ e GRANGER, 2012).

A inflamacéo pode ser induzida por agentes exdégenos microbianos, como os
padrdes moleculares associados aos patdogenos (PAMPS) e fatores de viruléncia, ou
nao-microbianos, como alérgenos, irritantes, corpos estranhos e compostos toxicos.
Agentes endogenos, como sinalizadores produzidos por estresse e tecidos
danificados, também podem desencadeéa-la (MEDZHITOV, 2008).

De acordo com a velocidade de instalacédo e duracao, o processo inflamatério
pode ser classificado como agudo ou cronico. Na resposta de fase aguda, que persiste
apenas por um curto periodo, esta geralmente relacionada com a resposta imune,
cicatrizacdo de feriadas e reparo tecidual, que ocorrem logo apds a agressao. Seu

desencadeamento € iniciado pela ativagdo do sistema imunitério, que eleva o fluxo
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sanguineo e a permeabilidade vascular, com recrutamento de leucocitos para o foco
da lesdo e liberagdo de mediadores inflamatérios. Quando bem-sucedida, a
inflamacgédo aguda promove a eliminagdo do patdgeno, dando lugar ao processo de
resolucéo e reparo, mediado principalmente por macrofagos residentes de tecidos e
recrutados, sendo em geral benéfico para o hospedeiro (MEDZHITOV, 2008;
REUTER et al, 2010; ROSS, 2017).

Alternativamente, a inflamacdo pode evoluir para uma fase cronica,
caracterizada pelo desenvolvimento da resposta humoral especifica e da resposta
imune celular. Sua persisténcia por longos periodos pode predispor 0 organismo a
doencas cronicas, incluindo o cancer, artrite, diabetes, doencas cardiovasculares e
neuroldgicas (KUNNUMAKKARA et al, 2018).

Tais consequéncias tém sido relacionadas a desregulacdo de importantes vias
de sinalizacdo, como a do fator de transcrigdo nuclear Kappa-B (NK-kB) e do sinal de
transducéo e ativacao de transcricao 3 (STAT 3). Como consequéncia podem ocorrer
danos teciduais, em longo prazo, ligados a eventos de hipoxia, morte celular, necrose,
autofagia, entre outros (KUNNUMAKKARA et al, 2018).

Tanto na resposta de fase aguda quanto na crénica, mediadores inflamatorios
agem de maneira local ou sistémica, ativando outras células envolvidas com o
processo inflamatorio (células endoteliais, fibroblastos e células do sistema fagocitico
mononuclear), ampliando, assim, a resposta inicial ao agente lesivo (KHOVIDHUNKIT
et al, 2004; KUMAR, 2004).

2.4.1 MECANISMOS DA INFLAMACAO

A partir da agressao tecidual, tem inicio a producdo local de mediadores
inflamatorios, 0os quais promovem aumento da permeabilidade capilar e quimiotaxia,
atraindo células de defesa (polimorfonucleares, neutréfilos e macréfagos) para o foco
da leséo. Estas células, por sua vez, realizam a fagocitose dos elementos que estao
na origem da inflamacdo e produzem mais mediadores quimicos, dentre os quais
estdo as citocinas, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), as interleucinas,
guimiocinas, bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos. Como consequéncia de suas
atuacdes séo produzidos os sinais cardinais da inflamacéo, designados como dor,
calor, rubor, edema e perda de fungédo (MEDZHITOV, 2010; ROSS, 2017).
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Apesar de a resposta inflamatéria ser um processo normal e necessério, na
presenca de uma infecgdo, dano ou estresse celular. Por outro lado, pode ser
inadequado, patoldgica e prejudicial quando se torna prolongada e sem regulacao,
guando reage desproporcionalmente a um determinado estimulo ou quando reage a
estimulos errados, causando assim, efeitos indesejaveis. A inflamagéo pode causar
também potenciais efeitos deletérios, independentemente da adequacgéo da resposta,
como alteragdes no humor, no sono, na energia, na cognicdo e na motivacao
(ROSENBLAT et al, 2014; MILLER et al, 2009).

O processo inflamatdrio envolve componentes inatos e adaptativos. O
componente inato € ativado pelas PAMPs, componentes relacionados a sobrevivéncia
e patogenicidade de microrganismos. As PAMPs séo reconhecidas pelos receptores
Toll-like, que sdo expressos na superficie das células apresentadoras de antigeno
(APC), células dendriticas e macrofagos. A interacao Toll-like com PAMPs ativa a
producéo e liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, como histamina, bradicinina,
prostaglandina, serotonina e leucotrienos. Estes fatores quimicos produzem a
resposta inflamatéria local e atraem macréfagos, que liberam citocinas, tais como
TNF-q, IL-1 e IL-6, promovendo aumento da permeabilidade vascular, exsudacéo para
0 espaco extravascular, que leva a producéao de mais mediadores inflamatorios, para
prolongar ainda mais a resposta inflamatoria sistémica e iniciar a resposta imune
adquirida, atraves da atracao de leucécitos e linfécitos (ROSENBLAT et al, 2014).

A resposta imune adaptativa serve para criar e manter a memoria do sistema
imunitario, e € altamente especifica contra o patdgeno invasor. Os linfocitos T
produzem a resposta celular que tem um efeito toxico direto sobre as células
identificadas como potencialmente prejudiciais, como por exemplo, os patdgenos e
células cancerigenas. Além também de manter ainda mais a resposta imunitaria
através da liberacdo de citocinas, principalmente, IL-2, para atrair mais macréfagos,
neutrofilos e linfocitos. Os linfécitos B sé@o atraidos e estimulados por estas citocinas
para induzir uma resposta humoral em que os anticorpos sdo produzidos contra o
agente patogénico identificado (ROSENBLAT et al, 2014; VEZZANI et al, 2010).

Em contextos em que o agente agressor ndo é eliminado ou ndo se consegue
reestabelecer a homeostasia, o processo inflamatério acaba por adquirir conotacdo
prejudicial, envolvendo leucocitose e hiperproducdo de mediadores humorais
(MEDZHITOV, 2010). Nestes casos, para promover o estabelecimento da

homeostase, muitas das vezes é necessaria a intervencdo farmacoldgica.
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Dependendo da origem e da gravidade do processo inflamatério, podem ser usados
farmacos anti-inflamatorios esteroidais e/ou farmacos anti-inflamatérios néo
esteroidais (SHARMA, 2013).

2.5 Anti-inflamatorios nédo esteroidais (AINES)

Os AINES tém como fungdo comum a inibicdo da ciclo-oxigenase (COX),
impedindo a conversao dos fosfolipidios de membrana em &cido araquidénico. Tanto
a COX-1 como a COX-2 formam um endoperoxido de prostaglandina instavel, a
Prostaglandina H2 (PGHy), a partir do acido araquidénico. A PGH: é transformada por
varias enzimas e também por mecanismos ndo enzimaticos em tromboxano e nas
séries de prostaglandinas D, E, F e |, que sdo compostos coletivamente conhecidos
como prostanoides. A COX é, portanto, responsavel pelos dois primeiros passos na
sintese de prostanoides, e as etapas posteriores sdo dependentes de enzimas tecido-
especifica. Os prostanoides sao importantes mediadores inflamatorios, destacando-
se as Prostaglandinas E2 (PGE>) e a Prostaciclina (PGl2), por se apresentarem como
potentes agentes vasodilatadores além de potencializarem o aumento de
permeabilidade induzido por mediadores como bradicinina e histamina. Além disso,
por essa potencializacdo do efeito da bradicinina e da histamina, essas
prostaglandinas também estdo envolvidas na hiperalgesia. Os prostanoides exercem
seus efeitos por meio de receptores acoplados a proteina G,ativando diferentes vias
de sinalizacao intracelular (MENDES et al, 2012).

A COX tem duas isoformas, a COX-1, expressa constitutivamente sob uma
condicao fisiologica normal, e a COX-2, que é geralmente induzida sob um estado
inflamatorio. Os inibidores da COX-2 incluem o rofecoxibe, celecoxibe, valdecoxibe,
parecoxibe, etoricoxibe e lumaricoxibe. Os AINES que inibem tanto a COX-1 quanto
a COX-2 sédo conhecidos como nédo seletivos e tem como exemplo o diclofenaco,
naproxeno, ibuprofeno, indometacina e piroxicam (PIRLAMARLA e BOND, 2016).0s
AINES representam uma das classes de maior diversidade de farmacos clinicamente
disponiveis no Brasil. Sdo amplamente utilizados por suas propriedades analgésica,
antipirética e anti-inflamatéria para tratar doencas inflamatorias e degenerativas
cronicas (MENDES et al, 2012; HARIRFOROOSH et al, 2013). Apesar disto,
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diferentes mecanismos ja foram envolvidos em suas atividades, como o sistema
opidide e a via NO/cGMP/KATP podem estar envolvidos (SILVA et al, 2016).

Os inibidores de COX-2 sdo altamente especificos para enzima COX-2,
preservando assim a propriedade anti-inflamatoria, enquanto teoricamente reduz o
efeito adverso relacionado a inibicdo da isoforma COX-1. Portanto, o uso de inibidores
da COX-2 estéd associado com uma menor incidéncia de complicacdes associadas
com a inibicdo da COX-1, tais como Ulcera péptica e hemorragia gastrointestinal
(VONKEMAN et al, 2010; HARIRFOROOSH et al, 2013).

Por outro lado, o uso desses farmacos pode aumentar o risco de efeitos
adversos cardiovasculares, pela exacerbacdo da producdo de tromboxano A2
(UNGPRASERT et al, 2015). Teoricamente, os AINES néo-seletivos sdo 0s mais
seguros, pois ha menos seletividade para a COX-2, no entanto, esses AINES, em
particular o diclofenaco, ainda parecem conferir risco cardiaco significativo.
Atualmente, estudos sugerem que 0 naproxeno pode ser o unico AINE seguro para o
uso na maioria da populacéo, no entanto, seu mecanismo ainda nao é claro, porém
sugere-se que seja pela capacidade de causar supressdo completa da sintese de
tromboxano das plaquetas (PIRLAMARLA e BOND, 2016).

Os AINES estdo disponiveis em apresentacbes para administracdo oral,
intramuscular, oftdlmica e topica. A formulacao topica pode proporcionar alivio eficaz
em articulacbes superficiais, como maos e joelhos e podem reduzir a exposicao
sistémica quando comparado com formulacfes orais. A forma intramuscular pode
oferecer uma via alternativa de administracdo em pacientes incapazes de tolerar
AINES orais, porém ha uma falta de dados sugerindo qualquer vantagem clinica
adicional para a administracao intramuscular (BARKIN et al, 2010).

O uso dos AINES, no entanto, é limitado por suas reacdes adversas, como
riscos gastrintestinais, cardiovascular, renal, hematologico e hepatico. O risco de
eventos adversos com os AINES é uma preocupacao séria, principalmente nos
idosos. A prevaléncia de Ulceras pépticas, doencas renais e doencas cardiovasculares
aumentam com a idade e pacientes idosos tem um risco muito maior de mortalidade
do que pacientes mais jovens (UNGPRASERT et al, 2015; HARIRFOROOSH et al,
2013; MENDES et al, 2012; BARKIN et al, 2010).

Diante desta limitacdo ao uso de AINES por conta da incidéncia de reacdes
adversas, houve a necessidade da busca por novas alternativas de farmacos mais

seguros, destacando-se entéo, os produtos naturais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade oral aguda de um extrato etandlico de Cassytha filiformis

L. (Cas01) e suas acOes sobre o0 processo de nocicepcao e inflamagéo.

3.2 Objetivos especificos

e Estimar o nivel de letalidade do extrato quando administrado agudamente por
via oral em ratos;

e Investigar manifestacbes comportamentais de toxicidade;

e Avaliar os efeitos do extrato sobre os padrdes hematologicos;

e Avaliar os efeitos do extrato sobre as caracteristicas macroscopicas de 6rgaos
de alta perfuséo;

e Investigar os efeitos do extrato sobre processos nociceptivos e inflamatorios.
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4 METODOLOGIA
4.1 Fitoquimica

4.1.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal (planta integral) foi coletado em 30 de agosto de 2016, no
municipio de Marapanim, no estado do Para, pela equipe do Laboratorio de
Bromatologia da Universidade Federal do Para (UFPA). A identificacdo botanica da
espécie foi realizada por especialista do Herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi
e comparada a uma exsicata depositada no herbério da instituicdo (Registro: MG n°
171757).

4.1.2 SECAGEM E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

O material coletado foi submetido a lavagem em agua corrente a fim de retirar
as impurezas. Posteriormente o material foi seco a temperatura ambiente durante 24
horas, e em seguida levado para a estufa de circulacao de ar (t=45 °C) durante cinco

dias. Apds a secagem, o material foi triturado em moinho de martelos e facas.

4.1.3 OBTENCAO DO EXTRATO

O material pulverizado foi submetido a maceracdo em etanol a temperatura
ambiente por trés semanas. A cada semana o material foi filtrado e o residuo
remacerado. A solucdo resultante foi concentrada sob vacuo em evaporadores

rotativos, a fim de separar o extrato do solvente.
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4.2 Animais de Experimentagéo

O projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo (CEPAE) da UFPA, sob o numero 1050140817 (Anexo A),
obedecendo-se aos critérios de Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais
(HUBRECHT e KIRKWOOD, 2010). Os experimentos foram realizados no Laborat6rio
de Farmacologia da Inflamacgédo e do Comportamento da Faculdade de Farmécia da
UFPA.

Foram utilizadas fémeas das espécies Rattus novergicus (Wistar; n = 10), com
massa corporal de 150-200 g, e machos da espécie Mus musculus (Swiss; n= 48),
com massa corporal de 25-35 g, sendo todos animais adultos (8-12 semanas). Os
animais foram cedidos pelo Instituto Evandro Chagas, sendo alocados no Biotério da
Faculdade de Farmacia da UFPA. Foram mantidos em gaiolas plasticas (39x32x16
cm), com 2 ratos ou 4 camundongos por gaiola, forracao de serragem, sob condi¢des
padronizadas de temperatura (22+1°C), exaustéao e ciclo de luz claro/escuro de 12h.
A alimentacao e agua foram disponibilizadas ad libitum.

Nos procedimentos que exigiram anestesia, foi administrado por via
intraperitoneal (i.p) cetamina + xilazina nas doses de 91 mg/kg + 9,1 mg/kg para ratos
e 87,5 mg/kg + 12,5 mg/kg para camundongos, de acordo com o protocolo do Centro

Cornell de Recursos Animais e Educacao.

4.3 Avaliacao da Toxicidade Oral Aguda

Seguindo os protocolos propostos pela diretriz 425 da OECD e a Resolucao n®
90 da ANVISA, foram utilizadas ratas (Wistar) fémeas, ndo-isogénicas, nuliparas, com
peso médio de 180 g. A espécie Rattus novergicus foi escolhida para garantir a
obtencao das quantidades de tecidos (2,5ml de sangue e 6rgdos), sendo esse volume
necessario para a realizacdo de diversos testes, com o menor numero de animais

possivel.
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4.3.1 TRATAMENTO

Os animais foram submetidos a jejum prévio de 6h, sendo levados ao local de
realizacdo do teste com antecedéncia minima de 1 h para ambientacgao.
Os mesmos foram divididos em dois grupos, a saber:
e Grupo TESTE (n = 5) — tratado com 2.000 mg/kg de CasO01,;
e Grupo CONTROLE (n=5) —tratado com o veiculo de dissolu¢ao da droga teste
(Salina + Dimetilsulféxido (DMSO) 2%).

Os tratamentos foram administrados por via oral (v.0.) com o uso de canula

orogastrica, obedecendo-se um volume maximo de 0,1 mL/100 g de massa corpérea.

4.3.2 AVALIACAO HIPOCRATICA

Nas primeiras 4 horas apés a administracao dos grupos e no biotério, uma vez
ao dia durante 14 dias, foram avaliadas alteracbes comportamentais como
agressividade, apatia, ataxia, atencao, convulsées, desorientacdo, forca ao agarrar,
frémito vocal, lacrimacdo, locomocao, piloerecdo, respiracdo, resposta ao toque,
tremores, além de cianose, defecacdo, miccdo, secrecdo nasal, sudorese e também
ocorréncia de 6bitos (MALONE, 1977).

4.3.3 TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA (CAMPO ABERTO)

O teste do Open Field é amplamente utilizado para avaliar locomocéao,
exploracdo e comportamento do tipo ansioso, através da atividade locomotora
espontanea (WALSH e CUMMINS, 1976). O aparato consiste de uma arena preta de
100 x 100 cm x 40 cm (Largura x Profundidade x Altura), sendo o fundo do aparato
dividido em 25 quadrantes virtuais de 20 x 20 cm pelo software de analise de video
Any-mazeTM, versao 4.99 (Stoelting Co., USA).
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Uma hora ap0s a administragdo, os animais foram colocados no centro da
arena, permitindo exploragéo livre durante 5 minutos. Com intuito de avaliar a
atividade locomotora, foi contabilizado o numero de levantamentos exploratérios,
chamado de rearing (exploracdo vertical), distancia total percorrida (exploracéo
horizontal), tempo na periferia e distancia percorrida na periferia (BAHI, 2013;
ACEVEDO et al, 2014).

4.3.4 ACOMPANHAMENTO DIARIO

ApoOs a avaliacdo hipocratica inicial, os animais retornaram para o biotério,
sendo monitorados durante 14 dias. Neste periodo foram avaliadas diariamente a
ocorréncia de alteracbes comportamentais e a incidéncia de obitos, de acordo com o
descrito no item 4.3.2.

Além disto, os animais foram pesados em balanca semianalitica (Prix/9094
Plus) 1 hora antes do tratamento inicial e tiveram seu peso verificado diariamente, a
fim de registrar o ganho ponderal, definido como a diferenca entre o peso do dia e 0
peso inicial (Ganho = Px— Pj). Adicionalmente foram registrados o consumo de racdes

(9) e o volume de agua consumido (mL) a cada 24 h.

4.3.5 COLETA DE TECIDOS

No 14° dia pés-tratamento os animais sobreviventes foram anestesiados e
eutanasiados por deslocamento cervical. A partir de entdo procedeu-se a coleta de
orgaos vitais (coracao, estdbmago, rins e figado), para avaliacio macroscépica e

histopatoldgica, e sangue, por puncao cardiaca, para analise hematoldgica.

4.3.6 AVALIACAO MACROSCOPICA E HISTOPATOLOGICA DOS ORGAOS
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Logo apds a coleta, os orgdos foram pesados em balanca analitica
(Bioprecisa/FA-2104N) para o célculo de seus respectivos pesos relativos (Pr),
definido como a razdo entre a massa do 6rgédo (Mo) € a massa corpOrea do animal
(Ma) (Pr = M,/M,).

Em seguida os 6rgdos foram submetidos a desidratacdo em séries crescentes
de etanol (70-100%), diafanizagcédo em xilol e, finalmente, inclusdo em parafina. A partir
dos blocos de inclusdo foram obtidas secc¢fes de 5 um, em micr6tomo convencional.
Todas as secc¢Oes foram montadas diretamente em laminas histologicas durante a
microtomia, e posteriormente coradas com hematoxilina e eosina para avaliacéo
histopatolégica em microscépico 6ptico (MARTEY et al, 2010).

A avaliacdo histopatologica, foi realizada no Laboratorio de Patologia da
Universidade Federal Rural da Amazonia (LABOPAT- UFRA), sob superviséo do Prof.
Dr. Washington Luiz Assuncéo Pereira.

4.3.7 AVALIACAO HEMATOLOGICA

O sangue foi coletado para realizacdo da avaliagdo hematolégica (hemograma)
e contagem de células diferenciais. Para o hemograma, o sangue foi coletado em tubo
contendo EDTA e a analise realizada no aparelho Hematoclin 2.8 VET (Bioclin®),
onde foram analisados parametros como glébulos brancos, globulos vermelhos e
plaquetas. Para a contagem diferencial de células, foi realizado a extenséo sanguinea,
a lamina foi corada com corante de Leishman e lida em microscopio 6ptico, na objetiva
de 100.

4.4 Avaliacao da Atividade Antinociceptiva

4.4.1 CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO ACETICO

O modelo proposto por Koster et al (1959) apresenta elevada sensibilidade para

a avaliacdo de drogas com atividade antinociceptiva. Para isto, foram utilizados
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camundongos machos (Swiss; n = 6/grupo). Inicialmente os animais, em jejum prévio
de 6 h, foram divididos em grupos de acordo com o tratamento, como descrito abaixo
(Quadro 1).

Quadro 1 — Divisao dos grupos para o teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético

GRUPO TRATAMENTO
CONTROLE Tratados com o veiculo de dissolucéo da droga teste.
CAS01 - DOSE1 Tratados com Cas01 - dose correspondente a 10% da DLso estimada
CAS01 — DOSE?2 Tratados com Cas01 - dose correspondente a 20% da DLso estimada
CAS01 - DOSE3 Tratados com Cas01 - dose correspondente a 40% da DLso estimada
PADRAO Tratados com o padrdo farmacol6gico — Indometacina 10 mg/kg

Os animais foram entdo tratados por v.0. de acordo com 0s grupos e apos 60
minutos foi administrado o acido acético (0,6%; i.p). Passados 10 minutos, 0os animais
foram individualmente posicionados em camara de observacdo e o numero de
contorgdes foi contabilizado por 20 minutos.

De acordo com o padréo de efeito observado a dose efetiva mediana (DE50) é
determinada por regressao linear dos percentuais de inibicdo das contorcdes
produzidas pelos grupos Cas01 em funcao do logaritmo da respectiva dose do extrato.
A determinacdo da DE50 estad subordinada a existéncia de um padrédo de efeito

dependente da dose.

4.4.2 ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO - TESTE DA FORMALINA

De acordo com o modelo proposto por Dubuisson e Dennis (1977),
camundongos machos (Swiss; n = 6/grupo) foram divididos como apresentado abaixo
(Quadro 2).

Quadro 2 — Divisao dos grupos para o teste da formalina.

GRUPO TRATAMENTO

CONTROLE Tratados com o veiculo de dissolu¢éo da droga teste.
CASO1 Tratados com a Cas01 400mg/kg

PADRAO Tratados com o padréo farmacoldgico — morfina 4 mg/kg.
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Os animais foram tratados v.o. de acordo com seu grupo e, apds 60 minutos,
receberam 20uL de formalina 1%, por via intraplantar, na pata traseira direita. Foi
entdo cronometrado o tempo que o animal passou lambendo a pata injetada. A
avaliacao foi feita em duas fases, a primeira compreendendo os primeiros 5 minutos
(fase neurogénica) e segunda fase compreendendo o intervalo de 15-30 minutos apds
a injecdo da formalina (fase inflamatéria). O grupo controle positivo foi tratado 30

minutos antes da formalina por via subcutanea.

45 Anélise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrédo da media (e.p.m).
Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Sminov para
verificacdo de sua normalidade. A comparacéo entre os grupos foi realizada atraves
do teste T de Student ou Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguido de pos-
teste de Tukey. Foram consideradas significativas as diferencas com valores de
p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliagdo da Toxicidade Oral Aguda

5.1.1 AVALIACAO HIPOCRATICA E LETALIDADE

Diante do screening hipocratico aplicado, manifestacdes comportamentais
indicativas de toxicidade como agressividade, apatia, ataxia e falta de atencéo
estiveram ausentes, assim como nao foi observada cianose, lacrimacao, piloerecéo,
secrecdo nasal ou tremores. Além disto, os animais ndo apresentaram diarreia,
hematuria, movimentos descoordenados ou dificuldade respiratoria, conservando um
padrdo de comportamento, secrecdes e excrecao equivalentes ao grupo controle em
todo o periodo de avaliacao.

Adicionalmente, a administracdo oral aguda de 2.000 mg/kg de CasOl nao

promoveu nenhum Obito durante os 14 dias de avaliacao.

5.1.2 ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA

A atividade locomotora dos animais foi testada no 1° e 15° dias pés-tratamento.
A administracdo de Cas01 na dose de 2.000 mg/kg ndo promoveu alteracdo na
mobilidade dos animais, visto que ndo mostrou diferenca significativa no nimero de
rearings (Figura 2, painel A), distancia total percorrida (Figura 2, painel B), tempo na
periferia (Figura 2, painel C) e distancia percorrida na periferia (Figura 2, painel D),

guando comparados ao grupo controle.
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Figura 2. Efeitos da Cas01 (2.000 mg/kg) sobre a atividade locomotora espontanea de animais
tratados, comparado ao grupo controle, através do parametro de niumero de rearing, distancia total
percorrida, tempo na periferia e distancia percorrida na periferia, respectivamente, no 1° e 15° dia pés
tratamento. Os valores representam média + e.p.m (n=5). ANOVA de uma via seguido de pos — teste
de Tukey.
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5.1.3 CONSUMO DE AGUA E RACAO

Durante os 14 dias de avaliagcdo os animais tratados com Cas01 (2.000 mg/kg)
mantiveram padrdes de consumo alimentar e hidrico diério equivalentes aos animais

controle, como mostrado na figura 3, demonstrando que o extrato néo interfere neste
tipo de comportamento.
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Figura 3. Efeitos do Cas01 (2.000 mg/kg) sobre o consumo de agua e ra¢do, comparado ao grupo
controle. Os valores representam média = e.p.m (n= 5). Teste-t.
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5.1.4 GANHO DE PESO PONDERAL

A avaliacdo diaria do peso dos animais demonstrou que os animais tratados
oralmente com Cas01 (2.000 mg/kg) nao tiveram prejuizo nutricional, conservando um
padrao de ganho ponderal equivalente ao grupo controle durante os 14 dias de estudo
(Figura 4).
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Figura 4. Efeitos do Cas01 (2.000 mg/kg) sobre o ganho de peso ponderal, comparado ao grupo
controle. Os valores representam média = e.p.m (n=5). Teste-t.

0

0

5.1.5 PESO RELATIVO DOS ORGAOS

Foram avaliados os pesos relativos do figado, dos rins, do estbmago e do
coracao, verificando-se a manutencao dos aspectos macroscoépicos, bem como do
peso relativo dos animais tratados com 2.000 mg/kg de Cas01, quando comparados

aos orgaos dos animais controle (Tabela 1).
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Orgéao Controle Cas01
Figado 3,786 £ 0,18 3,693 +0,17
Rins 0,723 £ 0,03 0,692 £ 0,02
Estdbmago 0,769 + 0,02 0,733 £ 0,03
Coracao 0,361 + 0,01 0,328 + 0,01

Tabela 1 — Efeitos da Cas01 (2.000 mg/kg) sobre o peso dos érgédos, comparado ao grupo controle.

Os valores representam média + e.p.m (n=5). Teste-t.

5.1.6 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

O resultado da avaliacdo histopatologica aponta que os orgaos figado,

estbmago, coracdo e rins dos animais do grupo tratado com o extrato nao

apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparados aos

animais do grupo controle. Todos os 6rgdos dos animais de ambos 0S grupos

apresentaram normalidade histologica.

5.1.7 AVALIACAO HEMATOLOGICA

Os dados obtidos a partir do sangue coletado no 14° dia pos-tratamento oral

demonstram que o Cas01 (2.000 mg/kg) ndo promoveu prejuizos sobre a contagem

de células sanguineas, ndo alterando significativamente parametros como glébulos

brancos, glébulos vermelhos e plaguetas. Os resultados ndo mostraram diferenca

significativa entre o grupo tratado e grupo controle (Tabela 2).

Ainda, foi realizada a contagem diferencial das células (eosindfilos, bastonetes,

segmentados, linfécitos e mondcitos), através da extensdo sanguinea e o resultado

nao apontou diferenca estatistica entre o0 grupo tratado com o extrato e 0 grupo

controle (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos da Cas01 (2.000 mg/kg) sobre a contagem de células diferenciais no sangue de
animais tratados, comparado ao grupo controle. Os valores representam média + e.p.m (n=5). Teste-
t.

Parametro Controle Cas01

n e.p.m. n e.p.m.
Gldbulos Brancos 4,35 0,36 3,25 0,62
Linfocitos 3,0 0,11 2,63 0,16
Mondcitos 0,16 0,03 0,10 0,04
Granulécitos 1,45 0,08 1,17 0,11
Linfocitos % 62,80 1,71 64,12 4,06
Monacitos % 4,04 0,33 3,50 0,23
Granulécitos % 34,28 2,09 32,37 4,01
Glébulos Vermelhos 7,93 0,11 9,04 0,55
Hematdcrito 45,51 1,05 49,97 1,89
VCM 58,78 0,54 58,27 0,94
RDW 16,25 0,16 16,47 0,14
Plaquetas 1.121,25 71,46 1.045,0 110,49
VPM 6,16 0,27 6,02 0,25
PDW 17,15 0,181 16.97 0,13
PCT 0,45 0,08 0,60 0,05

Tabela 2 — Efeitos da Cas01 (2.000 mg/kg) sobre o hemograma, comparado ao grupo controle. Os
valores representam média + e.p.m (n= 5). Teste-t.
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5.2 Avaliagdo da Atividade Antinociceptiva

5.2.1 CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO ACETICO

O Cas0L1 foi testado nas doses de 200, 400 e 800 mg/kg, ndo sendo observada
reducdo significativa das contor¢cfes abdominais induzidas por acido acético (65,50 +
4,31; 51,14 £ 4,07; 55,00 £ 6,77, respectivamente), quando comparadas com 0 grupo
controle (65,60+3,55). Como esperado, a Indometacina, farmaco padrdo utilizado no
teste, foi capaz de reduzir as contor¢cdes abdominais em 70,13% (19,60£2,69) em
relacéo ao grupo controle (Figura 6).

80+

Hl Controle

B Cas01 (200 mg/kg)
60- _ 1 3 Cas01 (400 mg/kg)

1 Cas01 (800 mg/kg)
40 3 Indometacina (10 mg/kg)

*k*k

20-

0-

n° de contorgdes abdominais

Figura 6. Efeitos da Cas01 (200, 400 e 800 mg/kg) sobre as contor¢cbes abdominais induzidas por &cido
acético 0,6% (i.p), em camundongos. Os valores representam média + e.p.m (n=6). *** P < 0,001,
guando comparado ao controle. ANOVA, seguido de pds-teste de Tukey

5.2.2 TESTE DA FORMALINA

O extrato Cas01 nao foi capaz de reduzir significativamente o tempo de lambida

da pata, na primeira fase (nocicepcdo neurogénica), na dose de 400 mg/kg
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(82,66+11,16), quando comparado ao grupo controle (69,00+9,10) (Figura 7, painel
A).

O mesmo resultado foi observado na segunda fase do teste (nocicepcao
inflamatdria), mostrando que Cas01 também néo teve atividade (144,80+16,34), ao
ser comparado ao controle (157,60+25,57). Em contrapartida, o farmaco padréo
Morfina reduziu o tempo de lambida da pata em 88,70% (7,80+4,23) na primeira fase
e em 98,23% (2,80+2,80) (Figura 7, painel B).
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Figura 7. Efeitos da Cas01 (400 mg/kg) na primeira e segunda fase do teste de formalina, em
camundongos. Os valores representam média + e.p.m (n=6). *P < 0.01 e ** P < 0,001, quando
comparado ao controle. ANOVA, seguido de pés-teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

A espécie Cassytha foliformis é citada na literatura por apresentar inUmeras
indicacBes terapéuticas populares, como vermifuga, tratamento de gonorreia, malaria
e diabetes (AMBI et al, 2017; EDEWOR et al, 2016 e BABAYI et al, 2007). Algumas
de suas propriedades tem sido alvo de investigacoes, revelando atividade antioxidante
(MYTHILI et al, 2011), citotoxica (STEVIGNY et al, 2002; HOET et al, 2004)
hepatoprotetora (RAJ et al, 2013), diurética (SHARMA et al, 2010) e anti-hipertensiva
(YORI YULIANDRA e ARMENIA, 2017). Atividades estas que estariam relacionadas
aos alcaloides e flavonoides presentes em sua composi¢do (MYTHILI et al, 2011,
NELSON, 2008).

O presente estudo, pela primeira vez, investigou a toxicidade oral aguda do
extrato etandlico de Cassytha filiformis L. (Cas01) e o seus efeitos sobre 0 processo
nociceptivo e inflamatorio.

A avaliacdo da toxicidade deve ser o primeiro passo dado no estudo de uma
espécie vegetal com potencial terapéutico, dada a necessidade prioritaria de se
determinar a seguranca da droga teste. Os resultados toxicos de drogas em “0rgaos
vitais do corpo sdo expostos claramente como sinais e sintomas clinicos, usados
como indicadores de toxicidade em estudos (SALEEM et al, 2017). O Cas01, quando
administrado na dose de 2.000 mg/kg em dose Unica por via oral, ndo causou morte
e nao promoveu manifestacdes clinicas caracteristicas de toxicidade durante 14 dias
de estudo, o extrato pode ser considerado, de acordo com a diretriz 425 da OECD,
como um xenobiotico de baixa toxicidade (categoria 5).

Mudancas na ingestdo de alimentos e 4gua sao amplamente utilizados como
indicadores de estado geral de saude de animais em experimentacdo. Diante disto,
nao foi observada diferenca entre 0 consumo de agua e racdo entre 0s animais
tratados e controle, mostrando que o extrato ndo altera o consumo hidrico e alimentar,
mesmo em altas doses. Este padrao observado € refor¢cado pelo fato de os animais
tratados com Cas01 (2.000 mg/kg) apresentarem ganho de peso equivalente aos
animais controle durante os 14 dias de avaliacdo, com uma média de ganho de 14 g
em ambos os grupos.

Quanto aos o6rgaos figado, rins, coracdo e estbmago, foram realizadas analises

macroscopicas apds autdpsia no 14° dia pés-tratamento e ndo foram encontrados
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sinais de dano a olho nu. Estes 6rgaos vitais sdo os principais alvos de qualquer
substancia téxica. O aumento ou diminuicdo dos 6rgdos tem sido descrito como
indicador sensivel de toxicidade (BABAYI et al, 2007; DIOKA et al, 2002). Portanto, foi
realizada a pesagem dos 6rgaos coletados e durante a avaliacado do peso relativo, os
orgaos figado (3,693 + 0,17), rins (0,692 + 0,02), estbmago (0,733 £ 0,03) e coracéo
(0,328 + 0,01) do grupo tratado n&o apresentaram diferenca em relagéo aos controles
(3,786 £0,18; 0,723 + 0,03; 0,769 £ 0,02 e 0,361 + 0,01, respectivamente).

Também ndo foram encontradas alteracbes histolégicas nos 6rgdos vitais
selecionados, mesmo em altas doses, reafirmando a baixa toxicidade do extrato, uma
vez que nenhum achado sugestivo de efeito toxico foi encontrado.

A hematopoese é o processo de formacdo de células sanguineas, entéo,
sugere-se que mudancas neste processo sao indicativos de alteracdes fisioldgicas. A
avaliacdo dos parametros hematologicos € importante para avaliar o estado fisiologico
e patologicos dos animais. Estes sdo marcadores sensiveis da fisiologia em resposta
a qualquer mudanca, estresse ou exposicao toxica (SALEEM et al, 2017). Neste teste
também ndo foram observadas diferencas significativas nos parametros
hematoldgicos de ratos tratados com o extrato e veiculo, assim como na contagem
diferencial de células. Apesar de o hemograma ser um exame completo, ele é
inespecifico, entdo, para garantir que o0 extrato ndo causa hemato, nefro e
hepatotoxicidade, sdo necessarios mais testes, como analise bioquimica de TGO,
TGP, y-GT, creatinina, uréia e fosfatase alcalina, pois estes parametros podem indicar
dano celular em determinados 6rgaos.

Ainda relacionado a triagem, o Open Field é um teste amplamente utilizado
para avaliar locomocao e exploracao, através da atividade locomotora espontanea na
periferia do aparato. Esta atividade, avaliada no 1° e 15° dia p@s tratamento, nao foi
afetada pelo tratamento com 2.000 mg/kg de Cas01, visto que os grupos CasOl e
controle apresentaram comportamentos equivalentes, nos parametros de namero de
rearings (levantamentos exploratérios) e distancia total percorrida. Estes parametros
sdo padrdo ouro na investigacdo da atividade locomotora espontanea de ratos.
Adicionalmente, também foram analisados o tempo na periferia e distancia percorrida
na periferia, que é a area do aparato que o animal se sente mais seguro para
deambular. Estes dados mostram que o extrato ndo altera a atividade locomotora de
ratos tratados, mesmo em altas doses (FERNANDES et al, 2018; WALSH e
CUMMINS, 1976; BAHI, 2013).
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Em seguida, demos inicio aos testes farmacoldgicos, com o teste de contor¢ao
abdominal induzido por &cido acético, teste de triagem amplamente utilizado para
avaliar possiveis efeitos sobre o processo nociceptivo e inflamacéo, além de identificar
possiveis agentes relaxantes musculares ou anti-histaminicos. Embora a dor nao
possa ser medida diretamente em animais, por ser tratar de caracteristicas subjetivas
e envolver componentes sensoriais € emocionais, porém a nocicep¢do pode ser
avaliada experimentalmente nessa investigacdo de possiveis drogas analgésicas
(SANDKUHLER, 2009 e ELLISON, 2017). O &cido acético é um agente flogistico que,
ao ser administrado, provoca uma resposta caracterizada pela contragcdo dos
musculos abdominais e alongamento do corpo (ZAREI et al, 2018).

Ao ser injetado, ocorre irritacdo e estimula a producéao de ciclo-oxigenase e
lipoxigenase no liquido peritoneal, desencadeado a liberagdo de uma gama de
mediadores  pro-inflamatérios, como histamina, bradicinina, serotonina,
prostaglandinas (em especial PGE2> e PGF: alfa), entre outros, aumentando a
permeabilidade vascular e causando a ativacdo de neurdnios nociceptivos periféricos
dentro da cavidade peritoneal (ZAREI et al, 2018; JAIOS et al, 2016 e KAZARIA et al,
2016). No teste realizado com o Cas01, nao foi possivel observar reducédo do niumero
de contorcdo abdominais significativa, quando comparado ao grupo controle. Tal
achado € indicativo de que as propriedades terapéuticas do extrato etandlico de
Cassytha filiformis L. ndo esta relacionado a modulacdo de sintese, liberacdo ou
ativacdo de receptores de mediadores pro-inflamatérios nos tecidos periféricos,
excluindo-se também propriedades miorrelaxantes sobre o trato intestinal.

Com o proposito de verificar possiveis acfes modulatérias sobre os processos
neurais de nocicepcéao e inflamacéo, a dose que apresentou melhor desempenho no
teste das contor¢cBes abdominais (400 mg/kg) foi aplicada ao teste da formalina. Este
teste € dividido em duas fases, as quais envolvem dois tipos distintos de deflagracéo
nociceptiva. A primeira fase (neurogénica) esta relacionada a intensa estimulacao de
da formalina sobre terminais nociceptores C e A9, refletindo a dor neuropética,
caracterizada pela lesédo e/ou disfuncéo das estruturas neurais de conducédo da dor.
A segunda fase, por sua vez, compreende uma nocicep¢do de carater inflamatério
associada a liberacdo de substancia P por parte dos neurénios nociceptivos no tecido
periférico e a sensibilizacdo de nociceptores. Esta sensibilizacdo se da pela acéo de
diferentes mediadores inflamatérios, como histamina, serotonina e prostaglandina

(PGE2 e PGF. alfa), causando hiperalgesia e edema local, além da infiltracdo
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excessiva e proliferacdo de leucocitos polimorfonucleares e eventos vasculares
(RAJDEV et al, 2018 e ROSA et al, 2018).

A primeira fase é caracteristicamente inibida por drogas opibides e drogas que
interfiram no processo de ativacdo ou conducdo do estimulo nociceptivo, como
bloqueadores de canais de Na* e/ou Ca?* ou ainda ativadores de canais de K*. A
segunda fase, por sua vez, sofre interferéncia tanto por drogas com atividade sobre
0S componentes neurais quanto por farmacos de acédo periférica, como os AINES, que
inibem a COX e impedem a formacao de prostaglandinas (RAJDEV et al, 2018).

Nos resultados obtidos com a administracdo oral do Cas01 n&o foi possivel
observar reducdo significativa do tempo de lambida da pata, manifestacéo
caracteristica de nocicepc¢ao, nas duas fases do teste. Este achado reforca a ideia de
gue as propriedades terapéuticas da espécie ndo envolvem a modulacéo da liberacéo
de mediadores proé-inflamatérios, adicionando-se a isto a possivel auséncia de
atividade sobre o processo de ativacdo e conducédo neural nociceptiva, bem como
suas repercussoOes inflamatérias (GUEDES et al, 2018; RAJDEV et al, 2018 e
CARVALHO et al, 2018).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, que a administracéo oral
aguda do extrato etandlico de Cassytha filiformis L., ndo promove ébitos em ratos ou
sinais sistémicos de dano, comportando-se como um xenobiético de baixa toxicidade.
Tais achados apontam o extrato como uma droga potencialmente segura para
intervencdes terapéuticas agudas pela via oral.

Demonstrou ainda que o extrato ndo promoveu alteracdes sobre 0s processos
neuropaticos e inflamatérios de nocicepcao, sugerindo que suas propriedades néo
envolvem estas vias. Estudos adicionais deverao ser conduzidos a fim de elucidar os

mecanismos subjacentes as propriedades terapéuticas desta espécie.
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