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RESUMO

Cancer é o conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum o crescimento desordenado de
células e que podem eventualmente invadir tecidos e 6rgdos, num processo denominado metastase.
A quimioterapia, um dos principais tratamentos desta doenga, muitas vezes consiste na combinagao
de diversos medicamentos altamente toxicos, que agem sistemicamente e ndo restringem sua acéo
somente as células tumorais. Dessa forma, hé necessidade de investigar novas moléculas para o
desenvolvimento de farmacos que sejam mais eficientes em induzir morte apenas nas células
tumorais, que sejam de facil administracdo, que ndo causem resisténcia e com poucos ou
insignificantes efeitos adversos. Neste ambito, os produtos naturais sdo considerados as maiores
fontes de substancias ativas de utilizacdo na terapéutica, devido a grande diversidade estrutural de
metabolitos produzidos e, dentre eles, tem sido crescente o interesse em 6leos essenciais obtidos
de espécies vegetais devido as multiplas funcbes que apresentam, destacando-se a antitumoral. Por
meio deste trabalho, propds-se analisar a atividade antiproliferativa do 6leo essencial EpNRP |
isolado das folhas da espécie vegetal Eugenia punicifolia (Kunth) DC, “cereja do cerrado”. A
investigacdo da atividade antiproliferativa foi inicialmente realizada em painel contendo as
linhagens tumorais U-251 (glioblastoma), MCF7 (mama), NCI-ADR/RES (ovério resistente), PC-
3 (prostata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (colon) e uma linhagem ndo-tumoral HaCaT
(queratindcito). A amostra mostrou-se eficaz, apresentando baixos valores de Glso (concentracdo
minima necessaria para inibir 50% do crescimento celular) para cinco linhagens avaliadas, sendo
U-251 (glioblastoma) e MCF7 (mama) as linhagens mais sensiveis ao tratamento. Considerando
que o cancer de mama ¢ bastante incidente entre mulheres brasileiras e, tendo-se em vista que o
tratamento atual ainda traz muitos efeitos adversos as pacientes, optou-se por dar sequéncia no
estudo com essa linhagem. Observou-se que o 6leo essencial também foi capaz de inibir em 63%
a formacdo de coldnias de células tumorais de mama (MCF7), corroborando o resultado
antiproliferativo. Um dos ensaios para investigar o mecanismo de acéo revelou que o 6leo essencial
age inibindo a progressdo do ciclo celular na fase S, assim como o quimioterapico etoposideo e,
portanto, investigacdes acerca do seu papel na enzima topoisomerase devem ser realizadas, a fim
de compreender seu mecanismo antiproliferativo. Ademais, tendo em vista a potencial acdo de
reversao do mecanismo de resisténcia a multiplos farmacos que produtos naturais tém demonstrado
possuir, estudos de combinacdo do Gleo essencial EpNRP | com quimioterdpicos devem ser
realizados para investigar a sua potencial acdo adjuvante no tratamento antitumoral. Conclui-se
que o Oleo essencial EpNRP I possui propriedades antiproliferativa e anticlonogénica promissoras,
as quais devem ser melhor exploradas pelo aprofundamento dos estudos.

Palavras-chave: Compostos naturais. Oleo essencial. Antiproliferativo. Cancer. Eugenia
punicifolia.

viii



ABSTRACT

Cancer is a set of more than 100 diseases which have in common the disordered growth of cells
and that can eventually invade tissues and organs, in a process called metastasis. Chemotherapy,
one of the main treatments for this disease, often consists in combination of several highly toxic
drugs, which act systemically and do not only restrict their action on tumor cells. Therefore, there
IS a need to investigate new molecules for the development of drugs that are more efficient in
inducing death only in tumor cells, which are easy to administer, do not cause resistance and have
a few or negligible adverse effects. In this context, natural products are considered the major
sources of active substances to use in therapy, due to structural diversity of metabolites produced
and, among them, there has been a growing interest in essential oils obtained from plant species
due to the multiple functions they present, highlighting anticancer. The aim of this work was to
analyze the antiproliferative activity of EpNRP I essential oil isolated from the leaves of the plant
species Eugenia punicifolia (Kunth) DC, known as “cereja-do-cerrado. The investigation of
antiproliferative activity was initially carried out in a panel containing tumor cell lines U-251
(glioblastoma), MCF7 (breast), NCI/ADR-RES (resistant ovary), PC-3 (prostate), OVCAR-3
(ovary), HT-29 (colon) and HaCaT (keratinocyte) non-tumoral cell line. The sample proved to be
effective, presenting low values of Glso (minimum concentration necessary to inhibit 50% of cell
growth) for five strains evaluated, being U-251 (glioblastoma) and MCF7 (breast) the most
sensitive strains to treatment. The essential oil was also able to inhibit the formation of breast tumor
cells (MCF7) colonies by 63%, corroborating the antiproliferative result. One of the tests to
investigate the mechanism of action revealed that the essential oil acts by inhibiting the progression
of the cell cycle in the S phase, as well as the etoposide chemotherapy and, therefore, investigations
about its role in the enzyme topoisomerase must be performed in order to understand its
antiproliferative mechanism. In addition, studies of combining oil with chemotherapeutic agents
should be carried out to investigate its potential adjuvant action in antitumoral treatment. In
conclusion, EpNRP | essential oil has promising antiproliferative and anti-clonogenic properties,
which should be better explored by further studies.

Keywords: Natural compounds. Essential oil. Antiproliferative. Cancer. Eugenia punicifolia.
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1. INTRODUCAO
1.1 CANCER

O cancer é descrito como um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum o
crescimento desordenado de células, as quais podem migrar para tecidos e 6rgdos em um processo
denominado metastase. As causas dessas doencas sdo inumeras, que podem estar atreladas a fatores
externos como meio ambiente, maus habitos de vida ou fatores internos genéticos pré-
determinados, podendo estar relacionados entre si (ARAUJO; SA; ATTY, 2016).

Existem mecanismos muito precisos que controlam o equilibrio entre proliferacdo e a morte
das células (MARTINS, 2014); entretanto, mutac6es genéticas e alteracdes epigenéticas adquiridas
podem ocasionar desequilibrio nesses mecanismos, que progressivamente transformam células

normais em células malignas (ANDRADE et al., 2019).

As células malignas infringem as regras mais basicas de comportamento pelas quais 0s
organismos multicelulares sdo construidos e mantidos, aproveitam da capacidade de crescimento
descontrolado e desorganizado, desencadeando a formacdo de tumores malignos, que tém a
capacidade de invadir o tecido local, se espalhar para os linfonodos regionais e, comumente,
desencadear metastase para 6rgaos distantes do corpo, causando mortalidade (ANDRADE et al.,
2019).

A incidéncia da mortalidade por cancer tem expandido em todo o mundo. Os argumentos
pelos quais esses indices estdo expandindo sdo ainda investigados, mas apontam para 0
envelhecimento da populacdo, o que releva esta doenca como um problema de salde publica
mundial, sendo a segunda causa de morte por doencas no Brasil, mantendo atras somente das
doencas cardiovasculares (BRAY et al., 2018; MONDAL et al., 2012).

Devido ao elevado indice de mortalidade, o cancer tem sido alvo de constantes pesquisas.
Em 2015, neoplasias malignas foram responsaveis por aproximadamente 240 mil mortes
(GUERRA et. al., 2017). Para o Brasil, a estimativa para cada ano do biénio 2020-2022 aponta que
ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de pele ndo
melanoma), aumentando a relevancia do problema desta doenga no pais (INCA, 2020). O cancer
de mama é a neoplasia maligna de maior incidéncia na populagdo feminina (Figura 1),

compreendendo, aproximadamente, 29,7% de todos os canceres em mulheres e a segunda maior
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causa de morte por cancer no mundo (BRAY et al., 2018).

Embora tenham a mesma origem tecidual, os carcinomas de mama apontam etiologia
heterogénea, com mutacdes génicas que acabam na extingcdo da funcdo supressora de tumor e
sinalizacdo cruzada das vias de transducdo de sinais, o que indica a heterogeneidade molecular e
morfoldgica desta neoplasia. A heterogeneidade tumoral demonstra as caracteristicas clinicas da
doenca, 0o desempenho metastatico e a conclusdo terapéutica. Entdo, tumores com a mesma
especificacdo histologica podem mostrar diferencas no perfil molecular, o que pode determinar

diferencas no curso bioldgico da doenca e no resultado ao tratamento (SILVA, 2019).

Mulheres Mama feminina 66.280 29.7%

Colon e reto 20,470 9.2%
Colo do utero 16.580 7.4%
Traqueia bronquio e pulmao 12 440 5.6%
Glandula tireocide 11.950 5.4%
Estomago 7.870 3.5%
Ovario 6.650 3.0%
Corpo do utero 6.540 2.9%
Linfoma nao Hodgkin 5450 2.4%
Sistema nervoso central 5.221 2.3%

FIGURA 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes, em mama, estipulados para
2020, exceto cancer de pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2019.

Os tratamentos desta doenca visam expandir a vida util do paciente pela busca da melhora
na sua qualidade de vida. Dentre eles, destacam-se a cirurgia, que retira o tumor; a radioterapia,
que utiliza radiacOes para destrui-lo; a quimioterapia, que € a base de medicamentos e a
imunoterapia, que estimula a imunidade antitumoral. De maneira geral, 0s agentes antineoplasicos
atuam a nivel do ciclo celular, interferindo em alguma das fases de seu crescimento e proliferacao.
Dentre os diferentes mecanismos de a¢éo dos farmacos utilizados na quimioterapia, podemaos citar:
dano direto ao DNA e a conducdo a apoptose; inibicdo do processo mitdtico; acdo sobre
microtubulos (SILVA-NETA, 2017; PENATTI, 2019).
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Neste &mbito, existe um consideravel interesse cientifico e comercial na descoberta de novos
agentes antitumorais a partir de fontes de produtos naturais (ANDRADE et al., 2019). Entdo,
esforcos estdo sendo realizados por pesquisaores na tentativa de explorar a natureza a procura de
novas substancias com potencial de atividade antitumoral ou que melhorem a acdo de
quimioterapicos ja existentes (ALVARENGA et al., 2014; AMARAL, 2014).

1.1.1 Quimioterapia antitumoral baseada em produtos naturais

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), 80% das pessoas ainda contam com
medicamentos tradicionais baseados em plantas para cuidados primarios de saude e 80% de 122
drogas derivadas de plantas foram pertinentes ao seu objetivo etnofarmacoldgico original. O
discernimento associado a medicina tradicional viabilizou novas investigacdes de plantas
medicinais como potenciais medicamentos e levou ao isolamento de muitos produtos naturais que

se tornaram produtos farmacéuticos bem conhecidos (ANDRADE et al., 2019).

O avanco das ciéncias naturais e suas tecnologias tornou capaz aprimorar 0 uso de
metabdlitos secundarios naturais no tratamento de doencas, a partir de extracoes, purificacdes e,
até mesmo, da sintese destes compostos bioativos (SANTQOS, 2019), trazendo um grande caminho
para o bem-estar humano (NEWMAN & CRAGG, 2016).

A busca pelos quimioterapicos antitumorais iniciou durante a Segunda Guerra Mundial e, em
decorréncia das drogas descobertas, proporcionaram o impulso para definir em 1955 o esfor¢o
nacional de desenvolvimento de medicamentos conhecido como Centro de Servigo Nacional de
Quimioterapia contra o Cancer (DEVITA & CHU, 2008).

Ainda na década de 1950, a capacidade dos produtos naturais serem agentes antitumorais, foi
reconhecida pelo Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos (NCI). Os agentes antitumorais
foram investigados a partir de fontes vegetais e foram obtidos resultados satisfatorios com os
alcaldides vinca (vimblastina e vincristina), camptotecina, diterpeno taxol e com a lignana
podofilotoxina (BRANDAO et. al., 2010; PRAKASH; KUMAR; KUMAR, 2013), os quais se
tornaram exemplos relevantes de medicamentos utilizados clinicamente no tratamento de
diferentes tipos de cancer (NEWMAN & CRAGG, 2020) e, desde entdo, vérios estudos

contribuiram de forma significativa para a descoberta de novos agentes antitumorais.

Do inicio de 1981 até o final de 2019, foram registrados um total de 247 drogas contra o
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cancer no mundo, sendo que 71% (Figura 2) desses medicamentos sdo oriundos de produtos
naturais (NEWMAN & CRAGG, 2020).

10

52

gl -

1

45

13

36

43

=B sN =sNB «ND =§ S§/NM =5§8* a§*/NM nV

FIGURA 2. Percentual de drogas anticancer aprovadas de 1981 a 2019, divididas por categoria. Observar
que 71% é oriunda ou foi sintetizada com base em produtos naturais. B: macromolécula bioldgica, N:
produto natural inalterado, NB: droga botanica, ND: derivado de produto natural, S: droga sintética, S*:
droga sintética farmac6foro de produto natural, V: vacina, NM: produto natural mimetizado. Fonte:
Newman & Cragg, 2020.

Conforme apontado, os produtos naturais sdo conceituados como as maiores fontes de
substancias ativas de utilizacdo na terapéutica, devido a grande diversidade estrutural de
metab6litos produzidos (BRANDAO et al., 2010). Considerando as caracteristicas temporais e
evolutivas, n6s estamos apenas iniciando a exploracdo da diversidade molecular de produtos
naturais, sendo que muitos compostos com grande potencial biol6gico esperam serem descobertos,

guardando o desafio de como acessar essa diversidade quimica natural (ANDRADE et al, 2019).

E importante salientar que os produtos naturais interferem na iniciacdo, desenvolvimento e
progressdo do cancer através da modulacéo de varios mecanismos incluindo proliferacao celular,
diferenciacdo, apoptose, angiogénese e metastase (ANDRADE, 2018; RAJESH et al, 2015).0s
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quimioterapicos comumente utilizados na clinica e oriundos de produtos naturais como 0s
alcaloides vinca, taxanos e derivados da podofilotoxina, séo capazes de impedir a proliferacéo
celular por inibirem as enzimas topoisomerases e agirem sobre as tubulinas que compdem 0s
microtibulos, componentes de citoesqueleto celular (CRAGG & NEWMAN, 2003). Por assim
fazerem, promovem parada do ciclo celular nas fases G1, S e G2 da intérfase, bem como no inicio
da mitose (Figura 3).

Antimetabolitos
Produtos naturais |’

A

Agentes _ 5. - N
alquilantes | |Inibidores mitticos
do DNA | I A

- ) r'. J
j / Taxoides

/ r
G
— i 0

FIGURA 3. Atividade dos agentes quimioterapicos antineoplascos, dependendo da fase do ciclo celular
(ALMEIDA, 2005).

Ademais, os produtos naturais representam uma fonte rica para a descoberta e
desenvolvimento de drogas promissoras na terapia de combinacdo em associacdo com
quimioterapicos padrdes, por aumentar as concentracfes intracelulares de drogas quimioterapicas
ou promover efeito terapéutico aditivo (BISHAYEE & SETHI, 2016; YUAN et al, 2017).

Neste ambito, é importante ressaltar a necessidade de mais pesquisas, com a finalidade de
investigar novas biomoléculas para o desenvolvimento de farmacos que auxiliam na destruigdo das
células tumorais, acompanhado a uma facil administracdo, que ndo provoque resisténcia ou muitos
efeitos adversos (BIGOLIN, 2016).
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1.2 FAMILIA MYRTACEAE, GENERO EUGENIA E ESPECIE VEGETAL
EUGENIA PUNICIFOLIA

1.2.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae esta dividida em duas subfamilias, Myrtoideae e Psiloxyloideae, sendo
que a subfamilia Myrtoideae compreende 15 tribos, que concentra 49 géneros e cerca 2500
espécies, dentre elas espécies frutiferas como a goiabeira (Psidium guajava L.) e a pitangueira
(Eugenia uniflora L.). A familia Myrtaceae apresenta uma estimativa de 132 géneros e mais de
5600 espécie no mundo, sendo que no Brasil, a familia Myrtaceae possui ocorréncias confirmadas
em todos os estados, e se encontra entre as 10 familias com maior riqueza de espécies, sendo

composta por 23 géneros e um pouco mais de 1.000 espécies (FRANCO, 2018).

1.2.2 Género Eugenia

O género Eugenia atinge mais de 1.000 espécies em todo 0 mundo, sendo um dos maiores
géneros e mais importantes da familia Myrtaceae, distribuidas desde o sul do México até o Uruguai
e Argentina, com um pequeno nimero de espécies na Africa. No Brasil, é encontrado comumente
na Floresta Atlantica (CALIARI, 2013).

Anadlises fitoquimicas demonstraram que esse género € rico em metabolitos secundarios do
tipo compostos fendlicos, como taninos e flavondides, além de terpendides (ALBUQUERQUE,
2020; ARANHA, 2014). Além disso, segundo ROMAGNOLO & SOUZA (2006) muitas das
espécies pertencentes ao género Eugenia sdo ricas em 6leos essenciais que sao frequentemente
utilizados na medicina popular, por apresentarem atividades como: antibacteriana, antifingica,
antiviral, antioxidante, antiinflamatéria, antidiabética, analgésica, hipotensiva, gastroprotetora,
hepatoprotetora, cardioprotetora, antidiarreica, antialérgica, antipirética, antineoplasica,
quimiopreventiva e anticlastogénica (DAMETTO et. al., 2017).

1.2.3 Espécie vegetal Eugenia punicifolia

A espécie Eugenia punicifolia (Figura 3) é conhecida popularmente como cereja-do-cerrado,
por ser muito comumente encontrada neste bioma (DURIGAN, 2004). A espécie também recebe o
nome de insulina vegetal devido a sua importancia relacionada ao tratamento de diabetes
(FRANCO, 2018).
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Em estudo publicado por Galeno e colaboradores (2014), os extratos desta espéecie vegetal se
mostraram com potente atividade antioxidante in vitro. Atividades biol6gicas gastroprotetoras e
anti-inflamatorias foram observadas em roedores quando submetidos a tratamentos com o extrato
hidroalcodlico de folhas de Eugenia punicifolia (DE ALBUQUERQUE, 2020). Outro estudo
mostrou a eficiéncia do extrato de folhas de Eugenia punicifolia no tratamento de diabetes mellitus
tipo 2 em ratos (BASTING, 2012). Nenhum artigo sobre a atividade antitumoral desta espécie

vegetal foi encontrado.

5, )

FIGURA 4. Partes da espécie Eugenia punicifolia: A-folhas, B-botao floral, C-flores e D-fruto. Fonte:
FRANCO, 2018.
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1.3 OLEOS ESSENCIAIS

Os oOleos essenciais sdo estabelecidos como misturas complexas de substancias volateis,
constituidos de metabolitos secundarios concentrados comumente nas folhas, cascas ou frutos de
plantas aromaticas (VICTORIA et al., 2012).

Os 6leos essenciais obtidos a partir de espécies do género Eugenia sdo caracterizados por sua
diversidade quimica. Em geral, h4& uma predominancia de compostos terpendides (1,8-cineol, a-
pineno, limoneno, a-copaeno, linalool, a-terpineol e B-cariofileno) (OLIVEIRA et. al., 2006;
RAMOS et. al., 2010; ZATELLI, 2015; RIBEIRO, 2016; DA SILVA, 2017).

Tem sido crescente o interesse nessas amostras devido as multiplas propriedades que
apresentam (VICTORIA et al., 2012), tais como: antibacteriana (DIAO et al., 2014), antioxidante
(XAVIER et. al., 2016), antiviral (KUBICA, 2012), alivio da dor e inflamacdo (GUILHON et al.,
2011) e antitumoral (ARANHA, 2020). Vale salientar que os 6leos essenciais sdo capazes de
aumentar a eficécia de quimioterapicos comumente utilizados na clinica e também tem funcGes

pré-imunes quando administrados a pacientes com cancer (BLOWMAN et. al., 2018).

Tendo isso em vista, este projeto teve como objetivo investigar a atividade antiproliferativa
do oleo essencial EpNRP I isolado da espécie vegetal Eugenia punicifolia, Como ndo ha estudos
cientificos publicados sobre o potencial de a¢do antitumoral desta espécie vegetal, pode-se dizer
que os resultados obtidos por meio deste projeto sao inéditos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a acdo antiproliferativa in vitro do 6leo essencial EpNRP | isolado da espécie
vegetal Eugenia punicifolia (Kunth) DC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Auvaliar a atividade antiproliferativa do 6leo essencial EpNRP | em linhagens tumorais
humanas de diferentes tecidos (glioma, mama, ovario resistente, prostata, ovario, colon) e

ndo tumoral (queratindcito humano);
»  Avaliar a sua atividade anticlonogénica;

»  Investigar o seu papel no ciclo celular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGCAO E CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL
EpNRP |

O oleo essencial EpNRP | foi fornecido pelo Centro de Ciéncia e Tecnologia- (CCET),
Departamento de Quimica, da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), em colaboragdo com
a Profa. Dra. Claudia Quintino da Rocha. A espécie foi coletada no Cerrado. Maranhense e a
atividade de acesso ao patriménio genético foi cadastrada no Sisgen (AD7DF67, Anexo). Foram
retirados 6rgdos fungados ou com qualquer outro tipo de infeccdo, restando a espécie saudavel e

apta para extracdo de suas folhas.

O ¢6leo essencial EpNRP | foi obtido pelo processo de hidrodestilacdo com agua destilada em
sistema composto por frasco de fundo redondo, aparelho de Clevenger modificado e condensador
refrigerado por banho ultra-termostatico, que mantinha a temperatura entre 10 e 15 ° C. Esse
processo dura aproximadamente 3 horas, 0 6leo extraido em seguida foi centrifugado, totalmente
separado da &gua e sua densidade foi calculada por meio da pesagem simples de uma amostra de
100 pL do mesmo. No inicio da extracao, a umidade do material vegetal foi medida usando um
analisador de umidade infravermelho (12500, GEHAKA), a uma taxa de secagem de 0,01% /
minutos a 115 ° C por aproximadamente 30 minutos (FIGUEIREDO et al., 2019). Esta variavel foi
usada para determinar o valor do rendimento de extracdo a partir da seguinte equagdo, onde v e p
sdo o0 volume e a densidade do 6leo obtido e MFM € a massa livre de umidade do vegetal usado na

extracéo.

Rendimento% = (v_oleo x p_oleo) / (MFM) x 100

Apo6s obtencdo, o 6leo essencial foi identificado e quimicamente caracterizado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

3.2 CULTIVO CELULAR

3.2.1 Linhagens Celulares

O biomonitoramento do 6leo essencial EpNRP | foi realizado através da avaliacdo da
atividade antiproliferativa in vitro em painel de linhagens tumorais humanas comerciais adquiridas

do American Type Cultura Collection — ATCC (glioma, mama, ovario resistente, prdstata, ovario,
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cblon) e uma ndo tumoral (queratindcito).
3.2.2 Congelamento e descongelamento de células

Para a expansdo das linhagens, as células foram cultivadas em frascos de 75 cm? (T75) e 0
volume final de suspensao celular congelado em soro fetal bovino (SFB) acrescido de 10% de dmso

em criotubos mantidos no nitrogénio foi de 1x10° cels/mL.

O descongelamento das células foi realizado sempre que houve a necessidade de renovagao
ou obtencdo de células em passagem adequada para 0s experimentos. Para tanto, os criotubos
contendo as células foram descongelados a temperatura ambiente, seu contetdo transferido para
um tubo de centrifuga de 15 mL e o volume deste completado para 10 mL com meio de cultura
RPMI-1640 contendo 5% de soro fetal bovino (SBF), 1% penicilina-estreptomicina (PS) e 1% de
piruvato, para lavagem do DMSO utilizado no congelamento. A suspensao foi entdo transferida
para frascos de manutencio de 25 cm? (T25) e incubada a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em

ambiente Umido.
3.3 SCREENING IN VITRO
3.3.1 Experimento de atividade antiproliferativa

O ensaio colorimétrico de MTT - 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de
Tetrazoilium consiste em avaliar indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica
mitocondrial das células vivas (MOSMANN, 1983).

A suspensdo celular foi preparada em meio RPMI-1640 contendo 5% de SFB e 1% de
penicilina-streptomicina (PS) e ajustada em densidades de inoculacdo que foram previamente
estabelecidas (Tabela 1). Foram inoculados 100 pL de suspensdo celular em placas de 96
compartimentos, que foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente
umido. Foi também preparada uma placa controle (placa T0), que continha todas as linhagens

celulares utilizadas no experimento.



26

TABELA 1. Linhagens celulares utilizadas no ensaio antiproliferativo, com suas respectivas densidades de
inoculacéo.

Densidade de

Sigla Tipo histologico inoculagéo (10*
cels/mL)
U-251 Glioblastoma 3,0
Adenocarcinoma de
MCF7 mama 6,0
Adenocarcinoma de
NCI/ADR-RES ovario com fenotipo de 5,0
resisténcia a multiplos
farmacos
PC-3 Adenocarcinoma de 45
préstata
OVCAR-3 adenocarcinoma de 5.0
ovario
adenocarcinoma
HT-29 colorretal 6.0
Queratinécito ndo
HaCaT Tumoral 30

Apo0s 24 horas, a amostra foi diluida em solucdo estoque de dimetilsulféxido (DMSO) na
concentracédo de 0,1 g/mL. A amostra foi adicionada nas concentracgdes de 1,6; 3,1; 6,2; 12,5; 25;
50 e 100 pg/mL, (100 puL/compartimento) em triplicata e, em seguida, incubadas por 48 horas a 37
°C em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente umido. Como controle positivo foi utilizado o
quimioterapico cloridrato de doxorrubicina (Eurofarma), nas concentracfes de 0,16; 0,31; 0,62;

1,25; 2,5; 5 e 10 pg/mL (100 pL/compartimento), em triplicata.

As células inoculadas na placa controle TO foram coradas com MTT para determinacéo da
quantidade de células presentes no momento de adi¢do das amostras, sendo este o valor basal 0.
Apbs 48 horas de tratamento, as células tratadas foram entdo coradas com MTT e foram descontado

o valor basal 0.

Os dados de absorbancia foram analisados e compilados na elaboracdo de graficos
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relacionando a porcentagem de crescimento celular com a concentracdo da amostra. Através do
software Origin®, foi feita a regressdo linear das curvas obtidas com as médias da porcentagem de
crescimento e foram calculados o os valores de Glso (50% growth inhibition): concentragéo
necessaria para inibir 50% do crescimento celular. Esses parametros foram utilizados para

comparar a poténcia da amostra e evidenciar a seletividade da mesma.

Por meio deste ensaio foi determinada a linhagem celular MCF7, como a mais sensivel, sendo

selecionada para continuacéo dos estudos de atividade antiproliferativa.
3.4 EXPERIMENTO DE FORMACAO DE COLONIAS (CLONOGENIC ASSAY)

Este ensaio investiga a capacidade do composto em inibir a replicagéo celular (RAFEHI et
al., 2011). Primeiramente foi realizado o preparo do &gar base (1,2%), gar topo (0,6%) e meio de
cultura 2x contendo 20% SFB. Em seguida 5000 células foram semeadas em 1 mL de meio agar
base por poco em placas de 6 compartimentos que foram mantidas em estufa até o agar endurecer.
Posteriormente foi adicionado 1 mL de agar topo sobre o agar base e a placa foi novamente

acondicionada na estufa por 24h.

Apbs 24h, o agar foi solidificado e entdo 500 pL de amostra diluida em meio foram
adicionados nos po¢os, sendo trocados a cada 3 dias, por um periodo de 21 dias, sempre observando

a formac&o de coldnias e se o &gar foi hidratado.

Apos 21 dias em cultura, as col6nias foram lavadas com 500 pL de PBS e fixadas e coradas
com 2 mL de uma solucédo contendo formaldeido 0,005% e cristal violeta, por 15 min. Em seguida
o corante foi removido e as col6nias foram lavadas com agua, sendo posteriormente as placas
invertidas para secarem sobre um papel absorvente. Os pocos foram fotografados e as imagens

foram analisadas no software Image J, para quantificacao das col6nias.
3.5 QUANTIFICAQAO DE CELULAS EM FASES DO CICLO CELULAR

A investigacdo da acdo do EpNRP I no processo de diviséo celular foi realizado no citdmetro
de fluxo Guava Easy Cyte 5HT Benchtop Flow Cytometer, Millipore®, Billerica, MA, EUA. A
concentracdo do composto escolhida para avaliagao foi baseada no ensaio de MTT, levando-se em
conta o valor de Glso e a linhagem tumoral de mama MCF7 foi selecionada de acordo com a

sensibilidade a amostra. Foram coletados 10.000 eventos de cada amostra.
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Esse ensaio baseia-se na diferenciacdo de células nos diversos estagios do ciclo celular pela
marcagdo do DNA com iodeto de propidio (PI), um intercalante de DNA. Essa analise so é

permitida apos a permeabilizacdo da membrana com o etanol 70% a 4°C.

Apdbs 24 horas da inoculacdo celular conforme descrito acima, o SFB foi retirado do meio
para 0 carenciamento, ou seja, a sincronizacdo das células para o inicio do ciclo celular. Como
controle positivo foi utilizado o quimioterapico etoposideo, na concentragdao de 10 uM, que causa
parada do ciclo em S ou G2/M (GONZALEZ-SARRIAS et al., 2013). Ap0s o tratamento, as células
foram tripsinizadas, centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, lavadas com PBS e fixadas com
etanol 70% por no minimo 12 horas antes do processo de marcagdo. Posteriormente, as células
foram lavadas com PBS e ressuspensas com 200 pL do reagente Guava Cell cycle, sendo incubadas

por 30 minutos protegidas da luz.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie vegetal Eugenia punicifolia tem sido bastante estudada quanto as suas atividades
anti-inflamatoria e antinociceptiva (COSTA et. al., 2016; SRINIVASULU et al., 2018), mas nédo
apresenta descrigdes cientificas sobre sua atividade antiproliferativa, portanto, deve ser melhor

explorada.

4.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL EpNRP |

A composicdo do 6leo essencial EpNRP | é majoritariamente de monoterpenos, sendo o
constituinte principal o a-pineno (~ 50%), seguido de 1,8-cineol (~ 14%) e a-terpineol (~ 7%) em
concentrag0es significativas (Tabela 2).

Quimicamente, em sua maioria, 0s 6leos essenciais sdo constituidos de substancias terpenos,
com perfil normalmente composto de moléculas de dez a quinze carbonos (monoterpenos e
sesquiterpenos). Os terpenos sdo compostos originados do metabolismo secundario de vegetais,
assim como flavondides e taninos, os quais sao responsaveis pela atividade bioldgica da planta.
Relatos cientificos ratificam o potencial farmacol6gico de terpenos presentes em extratos vegetais,
demonstrando possiveis efeitos desses compostos sobre os mediadores quimicos da inflamacao
(RIBEIRO, 2020; DE ALBUQUERQUE, 2020).

Existem dados na literatura que afirmam que o0 co-tratamento de a-pineno com paclitaxel
pode exercer citotoxicidade em cancer de pulmédo com reducdo dos efeitos adversos graves, por
minimizar a dose quimioterapéutica sem comprometer a eficacia antitumoral (ZHANG et al.,
2014). Outro estudo demonstrou que a-pineno é eficaz em inibir o crescimento de cancer de
préstata, por induzir apoptose, tendo grande potencial para ser desenvolvido como um novo agente
terapéutico para o tratamento dessa patologia (ZHAO ET AL., 2017). Assim como o-pineno, os
demais compostos 1,8-cineol e a-terpineol apresentam atividade anticAncer comprovada
(AMARAL, 2014).
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TABELA 2. Rendimento e composi¢do do 6leo essencial EpNRP I.

Tempo de retengédo Substéancia EpNRP | (%)

5.585 a-pineno 49.75

5.960 canfeno 0.60

7.120 mirceno -

8.315 limoneno 5.08

8.615 (2)-B-ocimeno -

11.510 fenchol 0.75

14.680 a-terpineol 7.32

20.760 5-elemeno -

23.055 B-elemeno -

24.575 B-elemeno -
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Continuacao

TABELA 2. Rendimento e composi¢do do 6leo essencial EpNRP |.

Tempo de retencédo Substéncia EpNRP | (%)

25.570 a-humuleno 0.64

26.680 germacreno D -

27.290 guaia-1.11-dieno 1.97

28.135 7-epi-a-selineno 0.49

29.685 germacreno B -

30.745 oxido de cariofileno -



32

Continuacao

TABELA 2. Rendimento e composigao do 6leo essencial EpNRP

Tempo de retencao Substancia EpNRP I (%)
Aldeidos -
Monoterpenos hidrocarbonos 57.53
Monoterpenos oxigenados 24.12
Sesquiterpeno hidrocarbono 11.15

Sesquiterpeno oxigenado -

TOTAL 92.80

RENDIMENTO DA EXTRACAO 0.84

4.2 EXPERIMENTO DE ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

O resultado do ensaio de atividade antiproliferativa foi reportado como Glsp (concentragédo
minima necessaria para inibir 50% do crescimento celular), em pg/mL (Tabela 3). Valores de
Gls50<30 pg/mL foram considerados baixos e foram consideradas sensiveis as linhagens que
apresentaram Glso<8 pg/mL. O 6leo essencial EpNRP | (Figura 4) demonstrou baixos valores de
Glso para 5 linhagens tumorais analisadas, sendo U-251 (glioblastoma) e MCF7 (mama) as
linhagens que apresentaram mais sensibilidade ao tratamento, com valores de Glso de 2,13 e 6,72
pug/mL, respectivamente (Tabela 3). Além disso, EpPNRP | apresentou efeitos citotoxicos para a
linhagem ndo tumoral de queratindcitos HaCaT, porém, o seu efeito foi 46 vezes menor se
comparado com o controle positivo do ensaio, o quimioterapico cloridrato de doxorrubicina (Figura
5).
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FIGURA 5. Gréfico da atividade antiproliferativa do composto EpNRP I. Ensaio realizado em cultura de
celulas tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo, ap6s 48h de
incubagdo. U-251 - glioblastoma; MCF7 - adenocarcinoma de mama; NCI/ADR-RES — ovario com fenétipo
de resisténcia a maltiplos farmacos; PC-3 — adenocarcinoma de prdéstata; OVCAR-3 — adenocarcinoma de
ovario; HT29 - adenocarcinoma colorretal; HaCat - linhagem ndo-tumoral de queratinécitos.
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FIGURA 6. Gréfico da atividade antiproliferativa do quimioterapico cloridrato de doxorrubicina. Ensaio
realizado em cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus
concentracdo, apés 48h de incubacdo. U-251 - glioblastoma; MCF7 - adenocarcinoma de mama; NCI/ADR-
RES - adenocarcinoma de ovario resistente a multiplos farmacos; PC-3 - adenocarcinoma de prostata;
OVCAR-3 - adenocarcinoma de ovario; HT29 - adenocarcinoma colorretal; HaCat - linhagem néo-tumoral
de queratindcitos.

TABELA 3. Valores de Glso (ug/mL) ap6s 48h de tratamento.

Glso U-251 MCF7 NCI/ADR-RES PC-3 OVCAR-3 HT29 HaCaT
EpNRP | 2,13 6,72 13,23 27,61 8,51 33,09 13,35
CLORIDRATO DE 1,20 0,18 2,27 1,46 0,22 3,90 0,31

DOXORRUBICINA

U-251 - glioblastoma; MCF7 - adenocarcinoma de mama; NCI/ADR-RES — ovério com fen6tipo de resisténcia a
maltiplos farmacos; PC-3 — adenocarcinoma de prostata; OVCAR-3 — adenocarcinoma de ovario; HT29 -
adenocarcinoma colorretal; HaCat - linhagem ndo-tumoral de queratinécitos.
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Considerando o baixo valor de Glso que 0 EpNRP | obteve para a linhagem de mama MCF7
aliado ao fato de este tipo tumoral ser o que mais acomete as mulheres brasileiras e os tratamentos
existentes conferirem tantos efeitos adversos as pacientes, esta linhagem foi selecionada para dar
continuidade a investigacdo da atividade antiproliferativa do EpNRP 1. Embora o foco do estudo
tenha sido a investigacdo da atividade antiproliferativa do 6leo essencial em linhagem tumoral de
mama, o resultado obtido para a linhagem de glioblastoma é bastante interessante. Devido a
presenca de barreira hematoencefalica, a implementagédo de novas abordagens para o tratamento de
glioblastoma € muito mais dificil do que no caso de outros tumores. A seletividade desta barreira
reduz a biodisponibilidade de drogas hidrofilicas no sistema nervoso central. Acredita-se que 0s
constituintes volateis dos 6leos essenciais cruzem facilmente a barreira hematoencefalica devido
ao seu pequeno tamanho molecular e natureza lipofilica (AYAZ et al.,, 2015). Portanto,

incentivamos a continuidade dos estudos com a linhagem U251.
4.3 EXPERIMENTO DE FORMACAO DE COLONIAS (CLONOGENIC ASSAY)

Através do ensaio de formacdo de colbnias analisou-se a capacidade da amostra em inibir o
potencial clonogénico desta linhagem tumoral. Como observado na Figura 6, fica claramente
explicita a capacidade do 0leo essencial EpNRP | em inibir a replicacdo da linhagem, uma vez que
0 numero de col6nias formadas no tratamento com o controle DMSO (A) foi estatisticamente maior
do que nimero de col6nias formadas com o tratamento com EpNRP | (B). Conforme apresentado
na Figura 7, houve uma reducgdo de 63% no namero de col6nias de células ap6s o tratamento com
EpNRP 1.

Este ensaio mensura o potencial das células em se expandir em coldnias, refletindo a
capacidade de metastizacdo de células, um passo- chave da progressdo tumoral. Uma maneira de
resolver esse problema seria inibir efetivamente vias de sinalizacdo que controlam a replicagéo
celular (HANAHAN & WEINBERG, 2011). O resultado aqui relatado corrobora os resultados

obtidos por meio do ensaio MTT e destaca a potencial atividade anticlonogénica de EpNRP I.
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FIGURA 7. Col6nias MCF7 formadas apds tratamento com DMSO (A) e EpNRP | (B) na concentracdo
de 7 pg/21 dias.
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FIGURA 8. Numero de col6nias formadas apds 21 dias de tratamento. Teste t, *p<0.01.

4.4 QUANTIFICACAO DE CELULAS EM FASE DO CICLO CELULAR

Por citometria de fluxo foi possivel observar, ap6s 24 horas, que houve um aumento do
numero de células na fase S tratadas com etoposideo (de 9,3% para 26,7%) e EpNRP | (de 9,3%
para 20,0%), com conseqliente reducdo de células na fase G1 (de 87,5% para 71,8%, para
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etoposideo e 87,5% para 78,05% para EpNRP ) quando comparadas ao controle de células tratadas
com DMSO (Figura 8), o que pode indicar que a amostra induz a parada do ciclo celular na fase de
duplicacdo do material genético das células desta linhagem. Além disso, analisando-se etoposideo
e 0 Oleo essencial, os valores resultantes em fase S séo parecidos, podendo sugerir que a amostra
possa ter um efeito na topoisomerase Il como é o mecanismo de ac¢do descrito para o etoposideo
(BALDWIN & OSHEROFF, 2005).Esta enzima nuclear controla e modifica o estado topoldgico
do DNA, participando do processo de deselicoidizacdo do DNA, importante evento para que a
replicacdo do material genético e, portanto, a divisdo celular, possam ocorrer. Assim, as
topoisomerases sdo alvos importantes no desenvolvimento de novas drogas, principalmente para
as que apresentam atividade antitumoral (BRANCO et al, 2008). Futuras investigacdes sobre o
mecanismo de acdo deste 6leo essencial sobre esta importante enzima no processo de replicacdo
celular devem ser conduzidas.

Assim, algumas caracteristicas marcantes do cancer como proliferagdo descontrolada e perda
do controle do ciclo celular, devido a alteracdes no controle genético da divisdo celular, sdo muito
importantes para o entendimento e descoberta de novos farmacos que atuem efetivamente contra
esta patologia. Assim, numerosas estratégias terapéuticas tém como alvo algumas fases do ciclo
celular (DOMINGUEZ-BRAUER et al., 2015).

g ™ Em DMSO
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FIGURA 9. Quantificacdo de células MCF7 (mama) ap0s 24 horas de tratamento com veiculo (DMSO),
etoposideo (10 uM =5.89 ug/mL) e EpNRP | (7 pg/mL). *p<0.001 Anova seguida de pds-teste Bonferroni.
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5. CONCLUSAO

O dleo essencial EpNRP | demonstrou potente atividade antiproliferativa e anticlonogénica
na linhagem tumoral de mama (MCF7). A investigacdo preliminar acerca do seu mecanismo de
acao aponta para uma parada do ciclo celular na fase S, assim como o quimioterapico etoposideo,
utilizado na clinica. Considerando que etoposideo atua inibindo a enzima topoisomerase I, futuras
investigacGes sobre 0 mecanismo de acdo deste Oleo essencial sobre esta importante enzima no
processo de replicacdo celular devem ser conduzidas. Além do mais, tendo em vista a potencial
acao de reversdo do mecanismo de resisténcia a multiplos farmacos que produtos naturais tém
demonstrado possuir, estudos de combinagdo com quimioterapicos devem ser realizados para

investigar o potencial de a¢do adjuvante de EpNRP | no tratamento antitumoral.
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