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Existem muitas hipoteses
em ciéncia que estdo erradas.
Isso e perfeitamente
aceitavel, eles sédo a abertura

para achar as que estéo certas.

- Carl Sagan
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RESUMO

INTRODUGCAO:  Virola surinamensis (Rol. Ex Rottb.) Warb. (Myristicaceae),
popularmente conhecida no Brasil como “mucuiba”, “ucuuba”, “ucuuba-branca” ou
“‘ucuuba do igapo6”, € uma planta medicinal usada para tratar uma variedade de
doencas, incluindo infec¢des, processos inflamatorios e cancer. OBJETIVO: No
presente trabalho, investigamos os constituintes quimicos e a inibi¢&o in vitro e in vivo
de células de carcinoma do c6lon humano, HCT116, por 6leos essenciais obtidos de
casca (OEC) e das folhas (OEF) de V. surinamensis. MATERIAIS E METODOS: Os
OEC e OEF foram obtidos por hidrodestilacéo e analisados por cromatografia gasosa
com deteccao de ionizacdo de chama e cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa. A atividade citotoxica in vitro foi determinada em células
cancerigenas HCT116, HepG2, HL-60, B16-F10 e MCF-7 e em linhagem celular ndo
cancerigena MRC-5 pelo ensaio do Alamar Blue ap6s 72 h de tratamento. Os efeitos
do OE na externalizacao da fosfatidilserina (Ensaio de Anexina V/lodeto de propidio),
no potencial transmembranar mitocondrial e na distribuicdo do ciclo celular foram
avaliados por citometria de fluxo em células HCT116, apds 24 e 48 h de tratamento.
As células também foram coradas com May-Grunwald-Giemsa para analise da
morfologia celular apés tratamento com os OE. A atividade antitumoral in vivo foi
avaliada em camundongos C.B-17 SCID com células HCT116 em modelo de
xenotransplante. RESULTADOS: Os principais constituintes do OEC foram aristoleno
(28,0 + 3,1%), a-gurjuneno (15,1 £ 2,4%), valenceno (14,1 £ 1,9%), germacreno D (7,5
1 0,9%), d-guaieno (6,8 = 1,0%) e elemento B (5,4 £ 0,6%). Por outro lado, o OEF
exibiu a-farneseno (14,5 + 1,5%), B-elemeno (9,6 + 2,3%), biciclogermacreno (8,1 +
2,0%), germacreno D (7,4 + 0,7%) e a-cubebeno (5,6 + 1,1%) como constituintes
principais. OEC mostrou valores de Clso para células cancerigenas variando de 9,41
a 29,52 ug/mL para HCT116 e B16 - F10, enquanto a OEF mostrou valores de Clso
para células cancerigenas que variam de 7,07 a 26,70 ug/mL para HepG2 e HCT116,
respectivamente. O valor de Clso para células ndo cancerigenas MRC-5 foi de 34,7 e

38,93 pg/mL para OEC e OEF, respectivamente. Ambos os 6leos induziram morte



celular do tipo apoptético em células HCT116, como observado pelas caracteristicas
morfolégicas de apoptose, externalizacdo da fosfatidilserina, despolarizacdo
mitocondrial e fragmentacdo do DNA internucleossémico. Na dose de 40 mg/kg, as
taxas de inibicdo da massa tumoral foram de 57,9 e 44,8% nos animais tratados com
OEC e OEF, respectivamente. CONCLUSAO: Os resultados do presente estudo
indicam os Oleos essenciais da V. surinamensis como possivel medicamento

fitoterapico no tratamento do cancer de célon.

Palavras-Chave: HCT116; Morte celular; Myristicaceae; Virola surinamensis.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Virola surinamensis (Rol. ex Rottb.) Warb. (Myristicaceae), popularly known
in Brazil as “mucuiba”, “ucuuba”, “ucuuba-branca” or “ucuuba do igapd”, is a medicinal plant
used to treat a variety of diseases, including infections, inflammatory processes and cancer.
OBJECTIVE: In the present work, we investigated the chemical constituents and the in vitro
and in vivo inhibition of human colon carcinoma HCT116 cells by essential oils obtained from
the bark (EOB) and leaves (EOL) of V. surinamensis. MATERIALS AND METHODS: EOB
and EOL were obtained by hydrodistillation and analyzed via gas chromatography with flame
ionization detection and gas chromatography coupled to mass spectrometry. In vitro cytotoxic
activity was determined in cultured cancer cells HCT116, HepG2, HL-60, B16-F10 and MCF-
7 and in a non-cancerous cell line MRC-5 by the Alamar blue assay after 72 h of treatment.
Annexin V/propidium iodide staining, mitochondrial transmembrane potential and cell cycle
distribution were evaluated by flow cytometry in HCT116 cells treated with essential oils after
24 and 48 h of treatment. The cells were also stained with May-Grunwald-Giemsa to analyze
cell morphology. In vivo antitumor activity was evaluated in C.B-17 SCID mice with HCT116
cells. RESULTS: The main constituents in EOB were aristolene (28.0 + 3.1%), a-gurjunene
(15.1 £ 2.4%), valencene (14.1 £ 1.9%), germacrene D (7.5 £ 0.9%), d-guaiene (6.8 + 1.0%)
and B-element (5.4 + 0.6%). On the other hand, EOL displayed a-farnesene (14.5 + 1.5%), B-
elemene (9.6 £ 2.3%), bicyclogermacrene (8.1 £ 2.0%), germacrene D (7.4 £ 0.7%) and a-
cubebene (5.6 £ 1.1%) as main constituents. EOB showed ICs values for cancer cells ranging
from 9.41 to 29.52 pg/mL for HCT116 and B16-F10, while EOL showed ICs, values for cancer
cells ranging from 7.07 to 26.70 pg/mL for HepG2 and HCT116, respectively. The ICso value
for a non-cancerous MRC-5 cell was 34.7 and 38.93 pg/mL for EOB and EOL, respectively.
Both oils induced apoptotic-like cell death in HCT116 cells, as observed by the morphological
characteristics of apoptosis, externalization of phosphatidylserine, mitochondrial
depolarization and fragmentation of internucleosomal DNA. At dose of 40 mg/kg, tumor mass
inhibition rates were 57.9 and 44.8% in animals treated with EOB and EOL, respectively.
CONCLUSION: These data indicate V. surinamensis as possible herbal medicine in the

treatment of colon cancer.

Key words: HCT116; Cell death; Myristicaceae; Virola surinamensis.
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1. INTRODUCAO

Novos medicamentos séo desenvolvidos a cada dia na industria farmacéutica,
todavia, muitas doencas complexas continuam sem tratamento especifico ou eficiente,
como o cancer. Essas doencas cancerigenas sado responsaveis por grande parte das
causas de mortes, mundialmente, e permanecem sendo um desafio farmacologico. O
cancer é formado por um conjunto de diversas doencas caracterizadas pela
proliferacdo desordenada de células e capacidade de invaséo de outros tecidos (CAO

et al., 2011).

As caracteristicas marcantes do cancer sdo essenciais para compreensao dos
mecanismos da doenca e estratégias medicamentosas, foram descritas por Hanahan
e Weinberg (2000), e, posteriormente, revisitadas em 2011 pelos mesmos autores.
Dentre as caracteristicas fenotipicas do cancer destacam-se a proliferacao celular
independente de estimulos, imortalidade, producdo de fatores de crescimento
tumorais, resisténcia a apoptose, angiogénese, metastase e supressao de fatores de
regulacdo celular sdo algumas dessas caracteristicas (HANAHAN e WEINBERG,
2000; HANAHAN e WEINBERG, 2011; INCA, 2011).

Trata-se de uma doenca em plena expansao, considerando o envelhecimento
da populacdo e a carga de fatores ambientais em que a populacdo é exposta
diariamente. A Ultima estimativa da GLOBOCAN/IARC (2018), estimou 18,1 milhdes
de novos casos de cancer a nivel mundial para o ano de 2018 (BRAY et al, 2018). O
Instituto Nacional do Cancer estima que, para o Brasil, serdo 625 mil novos casos a
cada ano no triénio 2020-2022 (INCA, 2020).

Os estudos epidemiolégicos reforcam a necessidade de novos medicamentos
mais efetivos, sendo 0s recursos naturais, principalmente aqueles encontrados na
vasta vegetacao brasileira, essenciais para a busca ativa de novos medicamentos
para o cancer e diversas outras enfermidades. Deve-se considerar que cerca de 75%
dos farmacos antineoplasicos em uso clinico sdo produtos naturais ou derivados
destes (NEWMAN e CRAGG, 2020). Nesta concepcdo, Oleos essenciais sao
metabdlitos secundarios encontrados em diversas espécies vegetais que atraem o
interesse da comunidade cientifica em busca de novos tratamentos para varias

comorbidades, destacadamente o cancer.
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J& foram catalogados mais de 3.000 Oleos essenciais e aproximadamente 300
destes tem aplicabilidade na industria farmacéutica, cosmetologia e nutricdo. Muitos
destes compostos possuem capacidade citotoxica ja descrita envolvendo diversos
mecanismos para desencadear a inducéo de morte celular por ativacao de processos
de apoptose e/ou necrose, parada do ciclo celular e perda de funcao das organelas
essenciais. Caracteristicas como o baixo peso molecular dos componentes e natureza
lipofilica permitem que os 6leos essenciais atravessem as membranas celulares e
possibilitem diversas alteracoes (SHARIFI-RAD et al, 2017).

Virola surinamensis é uma espécie tipica da floresta amazodnica, conhecida
principalmente como “ucutba” que na tradicado indigena Tupi pode significar “arvore
que produz substancia gordurosa”; devido ao sebo que pode ser extraido das suas
sementes que configura muitas das propriedades medicinais atribuidas a planta
(GALUPPO e CARVALHO, 2001). Possui vastas propriedades farmacoldgicas ja
relatadas como antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoérias, entre outras
(CARVALHO et al.,, 2010; COSTA et al., 2008). Pouco se sabe sobre suas
propriedades anticancer, alguns ensaios foram feitos utilizando o extrato de seiva,
além das cascas de caule e sua seiva (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002; COSTA et
al., 2008; BELOZ, 1992). Entretanto, nenhum estudo foi realizado sobre o potencial

citotdoxico dos 6leos essenciais de V. surinamensis.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. CANCER: ASPECTOS GERAIS

O cancer representa um conjunto de diversas doencas diferentes, de etiologias
multifatoriais e caracterizadas pelo crescimento desordenado de células com potencial
de invasdo para outros 6rgaos e tecidos (CAO et al.,, 2011). Destaca-se que 0s
canceres (ou neoplasias malignas) exibem grande variabilidade biol6gica inter e
intraindividual, dificultando assim a resposta ao tratamento antitumoral (RODRIGUEZ-
ANTONA e TARON, 2015).

Embora apresentem tantas caracteristicas contrastantes, todos os tipos de
cancer possuem caracteristicas em comum (Figura 1), como imortalidade, producédo
de fatores de crescimento tumorais, resisténcia a apoptose, angiogénese, metastase
e supressdo de fatores de regulacdo celular (HANAHAN e WEINBERG, 2000;
HANAHAN e WEINBERG, 2011; INCA, 2011).

Desregulagac
30 metaboksmo

40 C(
energél

Figura 1. Marcadores do cancer (Hallmarks of cancer). Adaptado de Hanahan e Weinberg,
2011.

Além de possuirem caracteristicas fenotipicas em comum, durante o processo
de formacdo dessas patologias estdo envolvidos diversos fatores ambientais e

geneéticos, dentre os fatores ambientais: cigarro, incidéncia de raios UV, alimentacao
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e infecgOes virais) e fatores internos a exemplo do sistema imune, hormonios, fatores
genéticos e envelhecimento (INCA, 2015; DIAS et al, 2015).

Adicionalmente, as neoplasias malignas podem ser classificadas de acordo
com o tipo de célula/tecido responsavel pela sua formac¢ao em carcinomas, neoplasias
derivadas de células epiteliais; sarcomas, neoplasias derivadas de células
mesenquimais; leucemias e linffomas, neoplasias derivadas das células
hematopoiéticas; e neoplasias derivadas de células do tecido nervoso (ALBERTS et
al., 2010).

Sobre o processo de carcinogénese, como relatado, algumas alteracbes sao
essenciais neste processo, como mudancas no controle genético da divisdo celular
que pode gerar em proliferacéo celular irrestrita. O processo de formacao do cancer é
heterogéneo para os diferentes tipos de cancer e pode levar décadas até a formacao
do tumor (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003). Durante o
processo de carcinogénese estdo envolvidas vias de sinalizacdo como a MAPK e
PI3K/Akt, salienta-se que podem ser utilizadas como alvos terapéuticos.
Adicionalmente outras vias envolvidas no microambiente tumoral e sinalizacdo, a
exemplo da WNT e Hedgehog também podem ser alvos interessantes de estudos
farmacolégicos (TAKEBE et al.,, 2011; TAKEBE et al., 2015; SAEZ-RODRIGUEZ,
MACNAMARA e COOK, 2015).

Podem ser identificados diferentes estagios durante o processo de
carcinogénese, embora alguns tumores ndo apresentem sua formacgdo neste
contexto. A iniciacdo, primeiro estagio, acredita-se que seja causada por mudancas
genéticas irreversiveis. A célula iniciada ndo € caracterizada por ser uma célula
neoplasica, mas uma célula que sofreu mutacdes e pode progredir para as etapas
seguintes de promocao do tumor. A célula pode permanecer latente neste estagio por

semanas, meses ou anos (OLIVEIRA et al, 2007).

Na etapa seguinte, promoc¢do tumoral, agentes promotores sdo responsaveis
por inibir processos de reparo do DNA e promover a multiplicacdo celular. No altimo
estagio, progressao tumoral, as células sofrem mudanca fenotipica para neoplasia
maligna e a proliferacdo celular ocorre independente de estimulos. Esse estagio
caracteriza-se pelo fendétipo adquirido pelas células, mudanca irreversivel

caracterizada pela instabilidade genética, crescimento acelerado, angiogénese
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tumoral, invasdo, metastase e outras alteracdes bioquimicas, metabdlicas e
morfologicas (OLIVEIRA et al, 2007).

O estagio em que o cancer se apresenta no momento do diagnadstico influencia
significativamente o planejamento do tratamento, bem como o progndstico da doenca.
Um diagnostico em um estagio inicial pode permitir um tratamento menos invasivo e
mais eficaz, proporcionando um melhor prognoéstico para o paciente (AMBROGGI et
al, 2015).

2.2. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

A alta prevaléncia de cancer a nivel mundial desperta um grande interesse
cientifico para uma melhor compreensao bioldgica e desenvolvimento de farmacos
antitumorais. A doenca € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
todas as regides do mundo independente do indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) da regido, embora o IDH seja um fator importante que influencia na sobrevida
do paciente, nos tipos de cancer mais prevalentes e nos tratamentos disponiveis. A
Organizacdo Mundial em Saude relatou que em 2015 o cancer foi a primeira, segunda
ou terceira causa de morte antes dos 70 anos em 113 paises dos 172 que fazem parte
da organizacao. Foi estimado 18,1 milhdes de novos casos e 9,6 milhdes de mortes

por cancer para o ano de 2018 a nivel mundial (BRAY et al, 2018).

Para o Brasil, de acordo com os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA)
para o triénio 2020-22, foi estimado 625 mil novos casos de cancer a cada ano. A
tabela 1 traz a estatistica atual para os 10 tipos de cancer mais prevalentes por sexo.
O céancer de préstata atualmente podera atingir 62,95 novos casos a cada 100 mil
homens, sendo o cancer de maior prevaléncia na populacdo masculina no Brasil e 0
segundo cancer de maior prevaléncia em homens a nivel mundial. Em contrapartida,
na populacdo feminina, o cancer de mama possui um risco de atingir 61,61 novos
casos a cada 100 mil mulheres sendo o cancer de maior prevaléncia na populagéao

feminina no Brasil e a nivel mundial (INCA, 2020).

O céncer de colon e reto, muitas vezes chamado de colorretal, podera atingir
19,63 casos novos a cada 100 mil homens e 19,03 para cada 100 mil mulheres no

Brasil em 2020. Adicionalmente, a nivel mundial, é o terceiro cancer de maior
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incidéncia com um risco de 26,6 novos casos a cada 100 mil pessoas. Apesar da alta
incidéncia, € um cancer tratavel e passivel de remocao cirargica quando descoberto
no estagio inicial. Geralmente, origina-se a partir de polipos que podem surgir na

parede interna do intestino grosso (INCA, 2020).

Tabela 1. Estimativa dos 10 tipos de canceres mais incidentes na populacdo brasileira para o ano de
2020

Distribuicio proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele ndo melanoma®

Prostata 65.840 29.2% Homens Mulheres Mama femmina 66.280 29.7%

Cdlon e reto 20.520 01% Colon & reto 20.470 9.2%

Traquesa, branquio @ pulméo 17.760 7.5% Colo do (tero 16.590 74%
Estimago 13.360 Traguesa, bronquio & pulmao 12.440 56%

Cavdade oral 11.180 Glandula treoide 11.950 54%

Esdfago 8.600 Estomago 7.870 35%

Bexiga 7.580 Ovéro 6.650 3.0%

Lintoma ndo Hodgkin 6.580 Corpo do uterp 6.540 289%
Lannge 6.470 29% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 24%

Leucemias 5.020 2,6% Sestena nervoso central 5.220 2.3%

*Numeros arredandanos para multiplos de 10

Retirado de INCA, 2020.

2.3. TRATAMENTO E FARMACOLOGIA DO CANCER

Considerando a vasta literatura sobre cancer e os fatores epidemioldgicos da
doenca, véarias abordagens foram e continuam sendo propostas para o tratamento
dessa doenca. O objetivo de qualquer tratamento para o cancer visa remover ou
destruir as células cancerigenas sem danificar o tecido normal. Os tratamentos
comuns para os diversos tipos de cancer sdo remocdo cirdrgica, radioterapia,
guimioterapia e novas abordagens terapéuticas como imunoterapias e
hormonioterapias; as modalidades terapéuticas que podem ser usadas sozinhas ou
em combinacg&o entre si ou com outras terapias (Huang et al, 2017; INCA, 2011).
Adicionalmente, transplantes de medula 0ssea s&o realizados em neoplasias de

origem hematopoiética, como as leucemias e linfomas (DIAS et al, 2015).
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A cirurgia compreende um tratamento bastante utilizado, principalmente com
relacdo a tumores sélidos. Na radioterapia € utilizado raios X de alta energia, contudo
de forma isolada, apresenta-se como abordagem bastante limitada (HUANG et al,
2017). A quimioterapia baseia-se na administracdo de medicamentos de forma
sisttmica em intervalos regulares. Os imunoterapicos baseiam-se no uso de
moléculas do sistema imune para o tratamento dos tumores de forma mais seletiva se
comparado as abordagens tradicionais, podendo levar ao surgimento de linfocitos de
memoria contra as neoplasias (GEIGER e RUBNITZ, 2015). A hormonioterapia € um
tipo de quimioterapia baseada no uso de substancias semelhantes a hormdénios ou
inibidores para o tratamento dos canceres dependentes desses (INCA, 2011).

Destaca-se a importancia da estratégia quimioterapica para a melhora do
paciente. Segundo dados da OMS (2020), 47% de toda triagem clinica farmacéutica
sdo de medicamentos para o tratamento de cancer, embora o processo para obtencéo
de um farmaco leve mais de 10 anos para chegar ao mercado. O desenvolvimento de
novos farmacos torna-se complexo pela dificuldade em conseguir farmacos que sejam
seletivos para as células cancerosas e pelas caracteristicas da doenca, mutacdes
genéticas, entre outros (MAGALHAES, FERREIRA e ANDRICOPULO, 2018). Outra
guestdo complexa relacionada aos quimioterapicos, € aquisicdo de resisténcia a

esses agentes quimioterapicos (DAWOOD et al., 2014)

Como a maioria dos quimioterapicos ndo sao seletivos somente para as células
cancerigenas, o sucesso do tratamento é determinado pela sobrevida maior das
células saudaveis (SABAS et al., 2012). Em sua maioria, 0S quimioterapicos em uso,
baseiam-se na interferéncia dos processos celulares, principalmente aqueles
relacionados a proliferacdo desordenada de células. Uma abordagem comum sé&o
medicamentos que causam alteracdes no ciclo celular que levam a apoptose (GOLAN,
2009).

Drogas que utilizam mecanismos que levam a morte celular por apoptose podem
ser uma estratégia interessante porque a célula cancerigena possui resisténcia a
morte celular por apoptose, fatores pré apoptéticos sao suprimidos nas células
cancerigenas. Tratamentos que se baseiam na restauracdo das vias apoptoticas

podem ser promissores em eliminar as células cancerigenas (SADEGHI et al, 2019).
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Falando especificamente sobre o tratamento para cancer de colon que quando
detectado precocemente tem grandes chances de cura quando n&do ocorreu o
processo de metastase (INCA, 2020). O farmaco 5-Fluorouracil (5-FU) é o tratamento
de primeira linha recomendado para esta doenca em estagio avancado (ARNOLD, et
al, 2016). Embora destaca-se que também é amplamente utilizado no tratamento de

outras neoplasias.

2.4. PRODUTOS NATURAIS

A bioprospeccdo de produtos naturais e seus derivados para a pratica
farmacéutica ainda é muito importante na busca de novos farmacos. Produtos naturais
sdo compostos complexos e seu uso na pratica clinica pode ser tao eficiente quanto
0S compostos sintéticos, dessa forma, a busca de novos farmacos de origem natural
€ uma pratica comum nas pesquisas (ATANASOV et al., 2015). Nessa perspectiva,
aproximadamente 70% dos farmacos antineoplasicos em uso clinico sdo produtos
naturais ou derivados destes (NEWMAN e CRAGG, 2020).

Os produtos naturais sdo compostos bioativos produzidos por seres vivos. E a
principal fonte de medicamentos para o tratamento de doencas desde a antiguidade.
No inicio do século XIX, comecou a comprovacao cientifica desses compostos como
futuros medicamentos (CRAGG, GROTHAUS E NEWMAN, 2014).

Muitos derivados de compostos naturais sdo utilizados atualmente como
guimioterapicos para o tratamento de cancer. Os alcaloides de vinca, isolados da
Catharanthus roseus (L.) G. Don, séo utilizados para o tratamento de doenca de
Hodgkin e leucemias com boas taxas de cura (RIBEIRO et al., 2012). Também ja foi
relatado que a curcumina (polifenol originado de Curcuma longa) possui potencial
antiangiogénico e causou inducdo de apoptose em células HCT 116 (WATSON et al,
2008). Deve-se observar que houveram aprovacdes significativas nos dltimos anos
em Nnovos compostos para o tratamento de diversos tumores em diferentes paises, a
exemplo da aplidina, produto natural de origem marinha, recentemente aprovado para
tratamento de mieloma multiplo na Australia (NEWMAN e CRAGG, 2020).

Destaca-se que o cancer colorretal é tratado comumente com o medicamento

5-fluroracil. Quando este medicamento apresenta falhas, o segundo medicamento na
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linha de tratamento € o irinotecan, um alcaloide isolado de plantas, que causa dano
celular e consequentemente a morte celular. Entretanto, embora seja amplamente
utilizado na clinica por ser um quimioterapico de amplo espectro possui diversos

efeitos colaterais como diarreias e neutropenia (HUANG et al, 2019).

2.5. OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais (OE) sdo metabdlitos secundarios de composicdo diversa,
influenciada por fatores ambientais. Podem conter alcoois, terpenos, mono e
sesquiterpenos, fendis, fenilpropanoides, entre outros. Sao sollveis em solventes
organicos, lipossoluveis e volateis. A atividade biologica dependera de seus
constituintes quimicos que, por sua vez, depende das variacdes climaticas, tipos de
solo, época de coleta, altitude, metodologia usada para extracdo, entre outros
(FONTES et al, 2013; RAULT et al., 2014). Para a espécie vegetal que o originou,
apresenta fungdes como: defesa contra predadores, insetos, herbivoros e infec¢bes
bacterianas, e também sdo utilizados para sinalizacdo entre plantas da mesma
espécie (BLOWMAN et al., 2018).

Desde a antiguidade, descobriu-se que os OE também possuem propriedades
interessantes que poderiam ser utilizadas em beneficio para as pessoas. As
atividades farmacologicas incluem propriedades antimicrobianas, citotoxica,
antitumoral, antibacteriana, anti-inflamatéria, antimutagénica, antifingica, antioxidante
o0 que desperta grande interesse comercial (RAULT et al., 2014; ALCANTARA, 2015).

No Brasil, seu uso comercial originou-se no inicio do século XX devido a
demanda do mercado externo com base no extrativismo de esséncias nativas
(ALCANTARA, 2015). Principalmente pela vasta variedade ambiental brasileira com
potencial ainda em estudo (BIZZO et al, 2009).

Existe uma vasta literatura sobre 0leos essenciais e ja foram descritos mais de
3.000 ¢6leos essenciais diferentes, sendo que cerca de 300 destes sdo considerados
importantes para indastria farmacéutica, cosmetologia e nutricdo. E inegavel a
capacidade citotoxica destes compostos, o qual diversos mecanismos estao

envolvidos para desencadear a inducédo de morte celular por ativacdo de processos
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de apoptose e/ou necrose, parada do ciclo celular e perda de funcao das organelas
essenciais (SHARIFI-RAD et al, 2017).

Deve-se levar em consideracdo que as caracteristicas fisicas destes
compostos estdo relacionadas com sua atividade citotoxica. A natureza lipofilica e o
baixo peso molecular dos componentes que compdem os OE permitem que 0S
mesmos atravessem as membranas celulares e possibilitem diversas alteracées como
mudanca da composicdo da membrana e aumento da fluidez da membrana celular.
Além disso, também podem estar relacionados com atividade antioxidante (SHARIFI-
RAD et al, 2017).

Nessa perspectiva, a prospeccdo de novas espécies vegetais e seus
metabolitos secundarios constitui-se uma ampla area de pesquisa e vem sendo
continuamente estudados buscando o desenvolvimento de novos farmacos visando o
controle e tratamento de diversas doencas (SIMAS et al., 2004; MIRANDA et al.,
2017).

2.6. Virola surinamensis (ROL.) WARB. (MYRISTICACEAE)

V. surinamensis (Figura 2) € uma &rvore tipica da floresta amazonica,
recorrente em regides de varzeas (igap0s). Sua exploracdo comercial ocorre em larga
escala desde a década de 1980 para o uso de sua madeira 0 que tornou a planta em
ameaca de extingdo ainda no século XX. Possui diversos nomes populares como
“hiboucauhu”, “bicuda” e “ucuuba”. Na lingua tupi, ucuuba pode significar “arvore que
produz substancia gordurosa”; devido ao sebo que pode ser extraido das suas
sementes que configura muitas das propriedades atribuidas a planta (GALUPPO e
CARVALHO, 2001). Sua constituicdo € de arvore lenhosa podendo chegar até 40
metros de altura e sua distribuicdo no Brasil vai desde os estados do Amazonas até
Goias (OLIVEIRA, 2018; RODRIGUES, 1980).
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TAXONOMIA:

Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Magnoliales
Familia: Myristicaceae

Género: Virola

Espécie: Virola surinamensis (Rol) Warb.

Figura 2. Dados taxon6micos da Virola surinamensis e imagens de folha e casca da planta Adaptado
de GALUPPO e CARVALHO, 2001.

Além da importancia para a industria madeireira, é bastante utilizada por povos
indigenas devido as suas propriedades como auxilio no tratamento de reumatismo,
cOlicas, dispepsias e erisipelas, entre outros. (GALUPPO e CARVALHO, 2001). A

tabela 2 resume os principais usos encontrados nas referéncias sobre a espécie.

Essa variedade de usos medicinais populares para V. surinamensis levou a
alguns estudos etnofarmacolégicos anteriores com esta planta medicinal, nos quais
algumas propriedades farmacoldgicas foram relatadas por seus extratos/6leos
essenciais ou metabolitos secundarios, incluindo anti-esquistossomatico (BARATA et
al., 1978), triponossomicida (LOPES et al., 1998), antimaléarico (LOPES et al., 1999),
antileishmanial (BARATA et al., 2000; VEIGA et al, 2017), antifungico (COSTA et al.,
2008), antibacteriano (COSTA et al., 2008), atividades antiulcerogénicas (HIRUMA-
LIMA et al., 2009), antinociceptivas (CARVALHO et al., 2010) e anti-inflamatérias
(CARVALHO et al., 2010). Sabe-se que as atividades medicinais provenientes da V.
surinamensis podem estar relacionadas a presenca de compostos bioativos que ja
foram extraidos da planta como lignanas, neolignanas, propilfenonas, arilpropandides
e flavonoides (OLIVEIRA, 2018).
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Tabela 2. Principais usos em suas diferentes formas da Virola surinamensis encontrados nas

referéncias bibliogréaficas

Formas de uso Tratamento Referéncia

Dores reumaticas, parasitas
intestinais, asma brénquica,
halitose, doencas de pele, (PEREIRA et al, 2016)

Oleo das sementes e uso da

resina ] i .
hemorroidas, feridas cronicas,
leucorreia, hemoptise e diarreia
(SCHULTES e HOLMSTED,
Cha com as folhas e resinada  Cdlica, dispepsia, erisipelas e 1971; CORREA, 1984;
casca processos inflamatoérios LORENZI e MATOS, 2002; DI
STASI e HIRUMA-LIMA, 2002)
. Furunculose e infec¢des
Decoccéo de cascas e frutas ) o ) (SARQUIS et al., 2019)
intestinais (topicamente)
Vapor das folhas Malaria (inalag&o) (LOPES et al., 1999)
i i Doencas venéreas (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002;
Latex com agua )
(topicamente) COSTA et al., 2008)
) Inflamacéao, infec¢bes, gastrite, (DI STASI e HIRUMA-LIMA,
Cascas de caule e seiva
Ulceras e cancer 2002; COSTA et al., 2008)
Atividade contra promastigotas
Extrato hexanico de Leshmania chagasi e L. (VEIGA et al, 2017)
amazonenses
Oleos essenciais de folha e Atividade fungicida frente a
] ) (LIMA, 2018)
casca Candida albicans

. Atividade em ensaio citotoxico
Extrato de seiva . (BELOZ, 1992)
de camaréo de salmoura

Nota: Dados organizados pelo autor.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antineoplasico de 6leos essenciais das cascas (OEC) e

folhas (OEF) de Virola surinamensis.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Investigar o potencial citotoxico dos 6leos essenciais de Virola surinamensis
frente diferentes linhagens de células cancerigenas e ndo cancerigena;

— Analisar os efeitos dos Oleos essenciais de Virola surinamensis sobre a
viabilidade celular, ciclo celular, externalizacdo da fosfatidilserina e potencial
transmembranico mitocondrial;

— Auvaliar a morfologia celular apds o tratamento com os 06leos essenciais;

— Avaliar o efeito antitumoral in vivo dos Oleos essenciais em modelo de

xenotransplante.
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4. METODOLOGIA

4.1. OBTENCAO DA PLANTA Virola surinamensis

As folhas e casca de V. surinamensis foram coletadas (material seco e infértil)
e identificadas pelo Dr. Hector Henrique Ferreira Koolen em fazenda privada no
municipio de Rio Preto da Eva, estado do Amazonas, Brasil em dezembro de 2014. O
Herbario do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazobnia (INPA) confirmou a
autenticidade do material em comparacdo com um voucher previamente depositado
(# 244270).

O material coletado foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético (SisGen) do Ministério do Meio Ambiente (MMA) através do
numero: AED7F3A.

4.2. OBTENGCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A obtencéo e caracterizacdo dos Oleos essenciais de folhas e casca (OEF e
OEC) foi realizado pela equipe do Dr. Hector Henrique Ferreira Koolen na
Universidade Estadual do Amazonas (UEA). O OE foi obtido através da
hidrodestilacdo, experimento realizado em triplicata utilizando aparelho do tipo
Clevenger (Diogolab, Poa, Brazil). Foram utilizados 1,2 kg de casca triturada e 900 g
de folhas por um periodo de 4 h em 4 L de agua ultrapura (18,2 MQ) cada. Além disso,
0s Oleos essenciais obtidos foram extraidos trés vezes com cloroférmio, secos sobre
Na2SO4 anidro e filtrados através de uma membrana de nylon (tamanho de poro 0,22

pm, Whatman, Maidstone, Reino Unido).

4.3. CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A composic¢ao quimica dos 6leos essenciais foi obtida por cromatografia gasosa
acoplada a analise por espectrometria de massa (CG-MS) com um dispositivo
GCMS/QP2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Jap&o) equipado com uma coluna capilar Rtx-
5 MS (30 mx 0,25 mm x 0,25, Restek). Foi utilizado hélio a uma taxa de fluxo de 1,02

mL/min como veiculo, e as injecdes de 1 pL foram realizadas com solug¢des estoque
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de 1,0 mg/mL em cloroférmio com uma razdo de particdo de 1:50 para OEC e OEF.
O programa de temperatura da coluna foi de 55 a 285 °C com aumentos graduais de
3 ° C/min. As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram de 215 °C e 265 °C,

respectivamente.

A identificacdo dos picos foi baseada em comparagdo com aqueles
armazenados na biblioteca da 82 edi¢cdo do Wiley (picos com semelhanca <90% foram
desconsiderados), confirmado calculando os indices de retencao (IR) de acordo com
a equacdo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963) em
comparacado com uma série homdloga composta por 8 hidrocarbonetos lineares que

variam de n-C7 a n-C30.

Uma analise semi-quantitativa foi realizada para obter a quantidade relativa de
cada componente de OEC e OEF. Para isso, foi aplicada cromatografia gasosa com
deteccao por ionizacédo de chama (CG-DIC). Um sistema consistindo de equipamento
GC2010 (Shimadzu) equipado com uma coluna capilar Rtx-5 foi usado nas mesmas
condi¢cdes que a andlise GC-MS. Quantidades relativas (%) foram calculadas em

relacdo a area total do cromatograma de trés repeticées independentes.

4.4. ENSAIOS IN VITRO

4.4.1.0btencdo e manutencao das células em cultura

As linhagens celulares tumorais e ndo tumorais, utilizadas neste estudo, foram
obtidas da ATCC (American Type Culture Collection - Rockville, Maryland, U.S.A.). As
células foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?, volume de 250
mL) utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (Life Technologies, Gibco-BRL,
Gaithersburg, MD, EUA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Cultilab,
Campinas, SP, BRA) e 10 ug/mL de gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO, BRA).
As células foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C e
foram acompanhadas diariamente com o auxilio de microscépio éptico invertido. Para
a manutencdo das linhagens de células aderentes, foi utilizada uma solugdo de
tripsina EDTA a 0,25% (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA) para separar as células

das garrafas de cultura.
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Todos os experimentos foram conduzidos com células em fase exponencial
de crescimento e em triplicata. Foi realizado teste para micoplasma usando kit de
deteccdo de micoplasma por coloracdo com Hoechst (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EUA), e foram consideradas livres de contaminacao.

A tabela 3 apresenta o tipo histologico e origem das linhagens celulares
utilizadas para o Ensaio do Alamar Blue (Andalise da Citotoxicidade). Apds a
determinacdo da Clso dos 6leos essenciais de Virola surinamensis, a linhagem de
células de carcinoma de célon (HCT116) foi selecionada para realizagcdo dos

experimentos posteriores.

Tabela 3. Linhagens celulares utilizadas para avaliacado da citotoxicidade pelo método de Alamar Blue

Linhagem Tipo histolégico Origem
MCF-7 Carcinoma de mama Humana
HCT116 Carcinoma de célon Humana
HepG2 Carcinoma hepatocelular Humana
HL-60 Leucemia promielocitica Humana
B16-F10 Melanoma Camundongo
MRC-5 Fibroblasto de pulméo Humana

4.4.2. Avaliacdo da Citotoxicidade — Método de Alamar Blue

Para avaliar a citotoxicidade foi realizado o ensaio de Alamar Blue, que se
baseia no uso da resarzurina (Alamar Blue) como indicador fluorescente com
propriedades de oxido-reducdo. A resarzurina em células viaveis sofre reducao
tornando-se resorufina que possui a coloracao résea, porém, em células ndo viaveis,
a resarzurina nao sofre reagdo, permanece oxidada com coloragédo azul (AHMED et
al., 1994; SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2018).

As células foram diluidas, para uma densidade de 0,7 x 10° células/mL para

células aderentes ou 0,3 x 10° células/mL para células em suspenséo, e depois foram
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semeadas em placas de 96 pocos. Apds 24 h, os Oleos essenciais, dissolvidos em
dimentilsuféxido (DMSO, Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ, Brasil),
foram adicionados a cada poco. A doxorrubicina (DOX, pureza = 95%, cloridrato de
doxorrubicina, IMA Laboratorio S.A.l.C., Buenos Aires, Argentina) e o 5-fluorouracil (5-
FU, pureza > 99%; Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) foram utilizados como
controles positivos desse ensaio e suas concentragdes variaram de 0,04 a 5 yg/mL e
0,2 a 25 pg/mL, respectivamente, sao pré-farmacos, medicamentos ja utilizados na
pratica clinica para o tratamento de diversos tipos de canceres. O DMSO 0,5%, veiculo
utilizado para a diluicdo dos éleos essenciais, foi usado como controle negativo. Os
Oleos essenciais e controles positivos e negativos foram incubados durante 72 h.
Quatro horas antes do final da incubacéo foram adicionados a cada poco 20 pL de
resazurina (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA). A absorbancia foi medida nos
comprimentos de onda de 570 e 600 nm utilizando espectrofotometro SpectraMax 190
Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), quantificando o efeito
das amostras testes (AHMED et al., 1994; SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Os valores da concentracao inibitéria média (Clso) e seus respectivos intervalos
de confianca de 95% foram obtidos por regresséo néao linear. O indice de seletividade

(IS) foi calculado usando a seguinte formula:

IS = Clso (células ndo cancerigenas)/Clso (células cancerigenas).

4.4.3.Ensaio da Viabilidade Celular — Exclusédo por Azul de Tripam

O ensaio de excluséo por azul de tripam foi realizado em células HCT116 para
confirmacédo do potencial citotoxico dos 6leos essenciais sobre a viabilidade celular.
Este ensaio permite diferenciar as células viaveis das células ndo viaveis atravées da
coloracéo pelo azul de tripam. O corante se fixa nas células ndo viaveis (resultando
em uma coloragdo azulada), enquanto as células viaveis o expulsam, permitindo a

avaliacdo da integridade da membrana plasmatica.

As células HCT116 foram plagueadas na densidade de 0,7 x 10° em placa de
24 pogos e incubadas durante 24 e 48 h com o0s 0leos essenciais e controles. As
concentragdes escolhidas dos OE foram de 5, 10 e 20 pyg/mL com base nos resultados
da Clso. Foram retirados 90pL de células HCT116 e adicionados 10 pL de azul de
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tripam, em seguida foi colocado em camara de Neubauer para contagem das células
em microscopio optico (Olympus BX41, Toquio, Japao).

4.4.4.Determinacédo do Ciclo Celular e Fragmentacdo do DNA

Este experimento se baseia em avaliar o resultado da distribuicdo do contetudo
de DNA nuclear da populacéo de células analisadas e assim determinar os efeitos dos
OE nas fases do ciclo celular, podendo determinar em que fase do ciclo celular os
compostos testados induziram parada.

As células apresentam diferentes conteddos de DNA a depender da fase em
que se encontra. O periodo de crescimento celular constitui a fase Gi, uma célula
diploide apresenta duas copias de cada gene de DNA nuclear (2C), na fase S ocorre
a duplicacdo do genoma nuclear (2-4C) e na fase seguinte, fase Gz, ocorre o segundo
periodo de crescimento celular, o conteddo em DNA nuclear € mantido em 4C. Na
mitose, fase M (4C), a célula se divide, formando duas células filhas, cada uma com
um contetdo 2C de DNA. E as células que ndo se encontram em divisdo celular (Go)
apresentam um conteudo 2C de DNA. Portanto, o resultado da distribuicdo do
conteudo de DNA nuclear de uma populacédo de células é apresentado da seguinte
forma: Go/G1, S e G2/M.

Para este fim utiliza-se lodeto de propidio (Pl), permeabilizante nuclear, e
corante nucleofilo. As células com o nucleo condensado e DNA fragmentado
(indicando apoptose) incorporam menos Pl e consequentemente emitindo menor

fluorescéncia que sera detectada por citometria de fluxo.

As células HCT116 foram plaqueadas na densidade de 0,7 x 10° em placas de
24 pocos com diferentes concentragbes dos 6leos essenciais (5, 10 e 20 mg/mL) e
incubadas por 24 e 48 h. As concentra¢des utilizadas em ambos os OE foram 5, 10 e
20 pg/mL.As células foram diluidas com a solugéo de permeabilizacao (0,1% de citrato
de sodio, 0,1 % de triton X-100, 2 yg/mL iodeto de propidio e 5 mg de RNAse em
PBS), e incubadas na auséncia de luz a 37 °C, e, ap6s 30 minutos, analisadas por
citobmetro de fluxo (BD LSR Fortessa) usando o Software BD FACSDiva (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) e Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR,
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EUA). Os detritos celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram

analisados por amostra.

4.4.5.Determinacdo da Externalizacdo da Fosfatildiserina

Aligacdo da anexina V-FITC a fosfatidilserina indica processo de morte celular
por apoptose e a ligagdo do lodeto de Propidio (IP) ao DNA de células que apresentam
dano na membrana, indicativo de lesdo celular ou morte celular por necrose. As
células em processo apoptético externalizam a fosfatidilserina, classe de fosfolipideos
presentes em células eucariéticas, que em condicdes normais localiza-se na
superficie interna das membranas plasmaticas. Como consequéncia de uma morte
celular por apoptose esse fosfolipidio € liberado e pode ser quantificado (MARTIN et
al., 1996; NAITO et al., 1997).

Para este experimento, células HCT116 foram plagueadas na densidade de 0,7
x 10° e tratadas com os OE, controle positivo (DOX) e negativo (DMSQO) por 24 e 48
h. As concentracdes utilizadas em ambos os OE foram 5, 10 e 20 pg/mL.
Posteriormente as células foram centrifugadas, lavadas com salina, o sobrenadante
descartado e ao pellet celular serd adicionado 400 pyL de tampédo de ligacdo e
acrescentados 5 pL de anexina V-FITC e 5 L de iodeto de propidio (Detection Kit I:
BD Biosciences, San Jose, CA, USA). As células foram incubadas em temperatura
ambiente por 15 min, e posteriormente analisadas por citdmetro de fluxo, conforme

descrito anteriormente.

4.4.6.Determinacédo da Despolarizacdo Mitocondrial

O objetivo deste ensaio € avaliar as alteracbes causadas pelos OE no potencial
transmembranico mitocondrial por citometria de fluxo, utilizando o corante
fluorescente nucloefilico rodamina 123. Quando o potencial transmembréanico
encontra-se inalterado, a rodamina 123 é sequestrada para dentro da mitocondria.
Células viaveis possuem uma maior incorporacao da rodamina devido a ligacéo as

cargas negativas internas, emitindo assim maior fluorescéncia verde, enquanto as
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células apoptéticas emitem uma menor fluorescéncia por ter menos afinidade ao
corante (MESQUITA, 2010).

As células HCT116 foram plaqueadas na densidade de 0,7 x 10° como descrito
anteriormente nas diferentes concentracdes do Oleo essencial, controle positivo e
controle negativo. As concentragdes utilizadas em ambos os OE foram 5, 10 e 20
pg/mL. As células foram diluidas com a solugdo de rodamina 123 (5 ug/mL, Sigma-
Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) e incubadas por 15 minutos na auséncia de luz a
37 °C. ApOs o periodo de incubacgédo as células foram centrifugadas e o precipitado foi
ressuspendido em salina, reincubado por 30 minutos e, entdo, analisadas por

citbmetro de fluxo, conforme descrito anteriormente.

4.4.7. Anélise morfolégica — Coloracéao diferencial May-Grunwald-
Giemsa

Para avaliacdo das alteracbes morfoldgicas causadas pelos 6leos essenciais
nas ceélulas cancerigenas, foi realizado o ensaio de andlise morfolégica pelo método
de coloracdo diferencial May—Grunwald—Giemsa. A coloracdo utilizada nesse
experimento permite distinguir o citoplasma (cora-se de rosa) e o nucleo (cora-se de
azul), sendo possivel analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem como
alteracBes no citoplasma e membrana celular. As células HCT116 foram plagueadas
na densidade de 0,7 x 10° e incubadas com os OE, controle positivo, controle negativo
e sem tratamento nos tempos de 24 e 48 horas. As concentracdes utilizadas em
ambos os OE foram 5, 10 e 20 pg/mL. Apds o periodo de incubacgao, as células fixadas
em laminulas foram coradas, cuidadosamente retiradas e fixadas, as alteracbes
morfolégicas analisadas pelo microscépio 6tico (OlympusBX41, Toquio, Japdo) e
fotografadas utilizando o software ImagemPro (Media Cybernetics, MD, EUA) com

objetiva de aumento de 100x.
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4.5. ANALISE DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VIVO

4.5.1. Delineamento do Ensaio in vivo

Para avaliacdo do efeito antitumoral do OE, 40 camundongos C.B-17 SCID
(fémeas, 25 a 30 g) foram obtidos e mantidos no Biotério das instalacdes do Instituto
Goncalo Moniz-FIOCRUZ (Salvador, Bahia, Brasil). Os camundongos foram alojados
em gaiolas com livre acesso a comida e agua e foram submetidos a um ciclo claro-
escuro de 12h (luzes acesas as 6h). Este projeto foi aprovado pelo Comisséo de Etica
no Uso de Animais do IGM (protocolo experimental aprovado pelo numero 06/06/2015
- CEUA 006/2015).

As células HCT116 (107 células por 500 pL) foram implantadas por via
subcutédnea nas axilas frontais esquerdas dos animais conforme protocolo ja
previamente estabelecido (BALIZA et al., 2019; SILVA et al., 2019). Os animais foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos: (G1) os animais foram tratados com um
veiculo (DMSO 5%, n = 10); (G2) os animais foram tratados com 5-fluorouracil (10
mg/kg, n = 10); (G3) os animais foram tratados com OEC (40 mg/kg, n = 10); e (G4)
os animais foram tratados com OEF (40 mg/kg, n = 10), concentracdes escolhidas
com base em dados da literatura. Comegando um dia apos a implantacéo do tumor,
os camundongos foram tratados por via intraperitoneal por 15 dias consecutivos. Um
dia ap6s o término do tratamento, os animais foram anestesiados (50 mg/kg de
tiopental) e amostras de sangue periférico foram coletadas da artéria braquial para
analises hematoldgicas e os tumores e 6rgédos (rins, pulméo, figado e coracao) foram
excisados e pesados. O efeito do tratamento foi expresso como a porcentagem de
inibicdo do controle. Além disso, as caracteristicas histolégicas dos tumores e as
diferencas entre os grupos experimentais foram analisadas por microscopia optica por

um patologista experiente.

4.5.2. Avaliacao do perfil hematoldgico, morfolégico e tecidual

Inicialmente foi feita a avaliagéo do efeito dos OE sobre o peso dos animais, 0S
camundongos foram pesados no inicio e ao término do tratamento. Foi realizado
constante monitoramento dos animais para analisar caso houvesse o surgimento de

anomalias e comportamentos estranhos. ApoOs a eutanasia dos animais, 0 sangue e
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orgaos (rins, pulméo, figado e coragéo) foram coletados. As analises hematoldgicas
foram realizadas no equipamento Advia 60 hematology system (Bayer, Leverkusen,
Alemanha). Os parametros analisados foram: eritrécitos, hemoglobina, hemataocrito,
volume corpuscular médio (VCM), plaquetas, leucécitos, leucécitos diferenciados,

granulocitos, linfocitos e mondcitos

Os o6rgaos foram pesados e analisados através de observacdo de possiveis
sinais de lesdes graves ou demais variagdes. Os orgaos foram fixados em solucéo de
formol a 4%, posteriormente, a macroscopia foi realizada e os fragmentos corados
com hematoxilina e eosina, de acordo com o protocolo de processamento histolégico
da Histotecnologia (IGM, Fiocruz, Bahia). A analise histologica dos 6rgdos foi

realizada da microscopia de luz por um patologista.

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram compilados no programa GraphPad Prism versao
6.03 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Os dados foram analisados segundo
a distribuicdo na curva normal de Gauss. Os valores de Clso e seus respectivos
intervalos de confianca de 95% (IC 95%) foram obtidos através de regressdo nao
linear, a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata. A
diferenca entre os grupos experimentais foi avaliada por andlise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Bonferroni, os dados apresentam as medias + 0 erro padréo
(E.P.M/S.E.M.). A andlise estatistica deste estudo considerou como nivel de

significancia o valor de “p” correspondente a alfa (a) menor ou igual a 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A hidrodestilacdo das cascas e folhas de V. surinamensis resultou em dois
Oleos essenciais de coloracdo esverdeada e aroma agradavel, e as analises por CG-
MS e CG-FID levaram a deteccao de 19 picos detectados e identificados OEC e 39
picos detectados e identificados, conforme descrito na Tabela 4. As recuperacfes dos
Oleos foram de 1,21 + 0,10% (p/p) para OEC e 1,78 + 0,17% para OEF, nas quais foi
observada uma composi¢cao predominante de sesquiterpenos (> 90%) para ambas as

amostras.

Os constituintes principais encontrados no OEC foram aristoleno (28,4 = 5,03
%), a-gurjuneno (15,0 £ 3,17), valenceno (14,1 + 4,87), germacreno D (7,58 % 2,15),
0-guaieno (6,86 + 2,40) e a-guaieno (5,18 £ 0,87). Os constituintes principais
encontrados no OEF foram a-farnenseno (14,5 = 3,24), B-elemeno (9,61 = 1,02),
biciclogermacreno (8,10 + 2,42), germacreno D (7,44 + 1,80), a-cubebeno (5,69 *
0,67), a-copaeno (5,02 + 0,77) e elemicina (4,80 + 1,13).

Tabela 4. Composicdo quimica do Oleo essencial de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola

surinamensis

Peso
Compostos IR? OEC (%)® OEF (%)°
molecular

a-tujeno 136 923 0,33+0,03 -
artemisia triene 136 925 1,05+ 0,22 -

a- pineno 136 933 - 1,28 £0,31
B-pineno 136 964 - 0,60 £ 0,10
Mirceno 136 991 - 0,11 £ 0,02
Limoneno 136 1031 0,34 £ 0,05 1,08 £ 0,25
Terpinoleno 136 1086 0,59 + 0,08 0,88 +0,11
a-cubebeno 204 1345 4,47 £ 0,52 5,69 + 0,67
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5,42 + 0,55

2,30+ 0,45

15,0 + 3,17
28,4 + 5,03

1,94+0,32

5,18 £ 0,87

7,58 £ 2,15

14,1 + 4,87

6,86 + 2,40

2,61+0,78

9,61+1,02
5,02 +0,77

0,48 £ 0,02

1,70+ 0,23
0,65+ 0,09
2,72 +0,40

0,35+0,01

0,95+ 0,08
1,41+£0,12
1,20+ 0,16
0,56 + 0,10
7,44 + 1,80

1,70+ 0,88

8,10 + 2,42
1,16 £ 0,10
1,90 + 0,25
14,5+ 3,24
1,80 + 0,30
0,30 + 0,04
4,80+1,13
0,44 + 0,08
0,94 + 0,08

3,05+0,49
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Oxido de cariofileno 222 1581 0,80 £ 0,45 2,57 +£0,50
Viridiflorol 220 1590 - 1,88 + 0,52
A-cadinol 222 1636 - 2,33+0,84
a-cadinol 222 1653 - 2,72+ 0,66
Cembreno A 276 1942 1,70+ 0,94 -

2 hidrocarbonos monoterpenos 2,31 3,95
2Zhidrocarbonos sesquiterpenos 91,25 67,70

2 sesquiterpenos oxigenados 3,41 12,99

2 hidrocarbonos diterpenoss 1,70 -
2fenilpropanoides - 5,28

2 total identificado 98,67 90,21

andices de retencdo experimental de acordo com a equacdo de Van den Dool e Kratz.

bPorcentagem relativa

5.2. ENSAIOS IN VITRO

5.2.1. Efeito dos 6leos essenciais de casca e folhas de Virola

surinamensis sobre a viabilidade de células cancerigenas

A citotoxicidade dos 6leos essenciais de cascas e folhas de V. surinamensis foi
avaliada em diferentes linhagens cancerigenas utilizando o ensaio de Alamar blue,
apos 72 h de incubacdo. A tabela 5 mostra os valores de Clso obtidos e seus
respectivos intervalos de confianca (IC 95%). OEC apresentou valores de Clso para
células cancerigenas variando de 9,41 a 29,52 pg/mL para HCT116 e B16-F10,
enquanto OEF apresentou valores de Clso para celulas cancerigenas variando de 7,07

a 26,70 yg/mL para HepG2 e HCT116, respectivamente.



Tabela 5. Valores de Clso, citotoxicidade dos 6leos essenciais de casca (OEC) e folhas (OEF) de

Virola surinamensis

Células Clso e 95%IC em pg/mL (UM)
DOX 5-FU OEC OEF

Células cancerigenas

HCT116 0,13(0,24) 0,61 (4,69) 9,41 26,70
0,08 -0,21 0,33-1,10 5,63 - 15,75 12,92 - 36,93

HepG2 0,03 (0,06) 0,43 (3,31) 16,93 7,07
0,01 -0,19 0,21 -0,57 8,69 — 32,99 1,55-32,22

HL-60 0,04 (0,07) 1,93 (14,84) 20,64 22,76
0,02 - 0,08 1,32-2,38 16,00 — 26,63 17,77 - 29,15

B16-F10 0,20 (0,37) 0,68 (5,23) 29,52 18,80
0,17 -0,23 0,33-0,92 21,59 - 40,37 11,46 — 30,83

MCF-7 0,28 (0,52) 1,69 (12,99) 15,88 21,39
0,20 -0,39 0,72 -2,34 11,89 - 21,20 8,91 — 51,36

Célula ndo cancerigena

MRC-5 3,32 (6,11) 6,74 (51,82) 34,07 38,93
1,82 -6,03 5,22 - 9,04 29,54 — 39,30 34,04 — 44,51

40

Os dados apresentam valores de Clso em pg/mL (UM) com seus respectivos 95% de intervalo de

confianca (IC) obtido por regressdo ndo linear com 3 experimentos independentes em duplicata,

mensurados por Ensaio de Alamar Blue ap6s 72 h de tratamento. Células cancerigenas: HCT116

(carcinoma de coélon humano);

HepG2 (carcinoma hepatocelular humano); HL-60 (leucemia

promielocitica humano); MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano); e B16-F10 (melanoma murino).

Célula nao cancerigena: MRC-5 (fibroblasto de pulmdo humano). Controles positivo: Doxorubicina
(DOX) e 5-fluorouracil (5-FU).

A tabela 6 representa o indice de Seletividade (IS) calculado com base nos

valores de Clso da célula ndo-cancerigena MRC-5 sobre os valores encontrados nas
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células cancerigenas tanto para os controles quanto para os OE estudados. Foram
encontrados IS variando da HCT116: 25,5 (DOX) e 1,5 (OEF) e da MCF-7: 11,9 (DOX)
e 1,8 (OEF).

Tabela 6. indice de seletividade do 6leo esséncia de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola
surinamensis

Farmacos indice de seletividade por linhagem celular

HCT116 HepG2 HL-60 B16-F10 MCF-7
DOX 25,5 110,7 83,0 16,6 11,9
5-FU 11,5 15,7 3,5 9,9 4,0
OEC 3,6 2,0 1,7 1,2 2,2
OEF 15 5,5 1,7 2,1 1,8

Os dados representam o indice de Seletividade (IS) calculado usando a formula: 1S = Clso[célula ndo
cancerigena] /Clso[célula cancerigena]. Doxorubicina (DOX) e 5-fluorouracil (5-FU) foram usados como

controle positivo.

Observa-se que a DOX e o 5-FU apresentaram IS maiores quando comparado
aos OE analisados, contudo é importante salientar que OE sdo produtos naturais
compostos por diversos constituintes que se isolados podem ter resultados benéficos
mais interessantes; soma-se a este resultado a necessidade de novas terapéuticas,
pois os efeitos colaterais das drogas, DOX e 5-FU, sdo bastantes significativos e
prejudiciais aos pacientes. Os estudos in vivo toxicolégicos devem ser analisados de
forma a corroborar com estes resultados.

A viabilidade celular também foi avaliada utilizando o ensaio de exclusdo com
azul de tripam (Figura 3). Os resultados apresentados demonstram que a
concentracdo de 20 ug/mL tanto para OEC e OEF reduziram significativamente a
viabilidade celular em 24 h. Contudo, todas as concentracdes de ambos OE foram
eficientes em reduzir a viabilidade celular em 48 h de tratamento. A doxorrubicina, na
concentracdo de 0,5 pg/mL, reduziu o numero de células viaveis em ambos o0s

tempos, sendo mais efetivo apds 48 h de tratamento.



42

= = N N
S & o &
*

NUmero de células vidveis
(x10* células/mL)

6]
1

o
I

CN  DOX 5 10 20 5 10 20 (ug/mL)

OEC OEF

25

204

104 * % %

NUmero de células viaveis
(x10* células/mL)
%

CN DOX 5 10 20 5 10 20 (ug/mL)

OEC OEF

Figura 3. Efeito dos 6leos essenciais de casca e folhas (OEC e OEF, respectivamente) de Virola
surinamensis na viabilidade celular de células HCT 116 através de experimento com azul de tripam,
apos 24h (A) e 48h (B) de tratamento. O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo de diluicdo
dos OE, o DMSO, e doxorrubicina (DOX, 0.5 pg/mL) foi utilizado como controle positivo. Os dados
apresentam as medias + S.E.M. em trés experimentos independentes com duplicata. * p < 0.05
comparado com o controle negativo por ANOVA, seguido de andlise multipla Bonferroni.
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5.2.2.Efeito dos 6leos essenciais de casca e folhas de V. surinamensis

sobre o Ciclo Celular

E possivel inferir a fase do ciclo celular em que as células se encontram através
do contetdo de DNA, determinando assim se compostos interferem na progressao do
ciclo celular (PINTO, et al., 2017). A Figura 4 apresenta os histogramas obtidos por
citometria de fluxo na andlise do ciclo celular. J4 a Figura 5 traz os resultados da
andlise do ciclo celular e fragmentacdo do DNA de células HCT116 ap0s tratamento
com os 6leos essenciais (OEC e OEF) de V. surinamensis ap0s os periodos de 24 e
48 h.

Os resultados indicam a ocorréncia de aumento da fragdo sub-Gi1 para o OEF
tanto em 24 h quanto em 48 h, indicando fragmentacédo do DNA. Os tratamentos com
OEC e OEF induziram um aumento significativo de células com fragmentacdo do DNA
(p <0,05). A doxorrubicina também causou significativamente a fragmentacdo do DNA

internucleossdmico (p <0,05).
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Figura 4. Histogramas representativos da distribui¢cdo do ciclo celular de células HCT116 tratadas com
Oleos essenciais de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola surinamensis apos 24 (A) e 48 (B) h de
tratamento. O controle negativo (CN) foi tratado com um veiculo (DMSO a 0,5 %) usado para diluir OEC
e OEF, e a doxorrubicina (DOX, 0,5 pug/mL) foi usada como controle positivo.
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Figura 5. Efeito dos OF de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola surinamensis na distribuicdo do ciclo
celular em células HCT 116, analisadas por citometria de fluxo apés 24 (A) e 48 (B) h. O controle
negativo (CN) foi tratado com o veiculo de diluicdo dos OE, o DMSO, e doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL)
foi utilizado como controle positivo. Os dados apresentam as medias + S.E.M. em trés experimentos
independentes com duplicata. *p < 0.05 comparado com o controle negativo por ANOVA, seguido de
anélise mdaltipla Bonferroni.

5.2.3.Efeito dos dos 6leos essenciais de casca e folhas de Virola

surinamensis sobre a Externalizacdo da Fosfatildiserina

A morte celular foi quantificada por citometria de fluxo utilizando Anexina V-
FITC e Pl em células HCT116 apds 24 e 48 h de tratamento (Figura 6). Na figura 7
encontram-se 0s Dot plots representativos dos experimentos realizados. Os

tratamentos com Oleos essenciais aumentaram a porcentagem de células em
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apoptose apos 48 h significativamente (p < 0.05). Apés 48 h o OEC teve como
resultado por volta de 18% de apoptose (apoptose inicial + apoptose tardia), enquanto
o OEF obteve um resultado de cerca de 27% na concentracdo de 20 yg/mL. A
doxorrubicina também apresentou morte celular por apoptose em 24 h e um aumento
de células em necrose apos 48 h (p < 0.05).
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Figura 6. Efeito dos OE de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola surinamensis na indu¢do de morte
celular em células HCT 116, analisadas por citometria de fluxo utilizando anexina V-FITC/PI ap6s 24
(A) e 48 (B) h de tratamento. As células foram classificadas nos seguintes estagios: viaveis, apoptose
(apoptose inicial + apoptose tardia) e necrose. O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo de
diluicdo dos OE, o DMSO, e doxorrubicina (DOX, 0,5 pug/mL) foi utilizado como controle positivo. Os
dados apresentam as medias + S.E.M. em trés experimentos independentes com duplicata. * p < 0.05
comparado com o controle negativo por ANOVA, seguido de analise multipla Bonferroni.
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Figura 7. RepresentagBes dos Dot plots de citometria de fluxo representativas da inducdo de morte
celular de células HCT116 tratadas com 6leos essenciais de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola
surinamensis, medidas por citometria de fluxo usando coloragdo com Anexina V-FITC/PI apds 24 (A) e
48 (B) h de tratamento. O controle negativo (CN) foi tratado com um veiculo (DMSO) usado para diluir
OEC e OEF, e a doxorrubicina (DOX, 0,5 yg/mL) foi usada como controle positivo.
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5.2.4.Efeito dos 6leos essenciais (OEC e OEF) sobre a Despolarizacéo

Mitocondrial

O potencial transmembranico mitocondrial foi avaliado em células HCT116
tratadas com OEC e OEF por citometria de fluxo usando coloracdo rodamina 123.
Ambos os OE causaram perda do potencial transmembranico mitocondrial. O OEC
apresentou despolarizagdo mitocondrial nas concentracdes de 10 e 20 pg/mL, em
contrapartida, o OEF apresentou despolarizacdo mitocondrial somente na
concentracao de 20 pg/mL (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do 6leo essencial de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola surinamensis no potencial
da membrana mitocondrial de células HCT116, determinado por citometria de fluxo usando o corante
rodamina 123 apés 24h de tratamento. O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo de diluicdo
dos OE, 0 DMSO (5%), e doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL) foi utilizado como controle positivo. Os dados
apresentam as medias + S.E.M. em trés experimentos independentes com duplicata. * p < 0.05
comparado com o controle negativo por ANOVA, seguido de analise multipla Bonferroni.

5.2.5.Efeito dos OE estudados na morfologia das células HCT 116

Foi analisado a morfologia celular de células HCT116 coradas por May-
Grunwald-Giemsa por microscopia Optica (Figura 9). Diferente da morfologia
apresentada no controle negativo, o veiculo de diluigdo, o tratamento com os 6leos
essenciais (OEC e OEF) promoveu alteragbes morfolégicas como encolhimento

celular, células com condensacao de cromatina e fragmentacdo do DNA. Resultado
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que corrobora com os resultados in vitro descritos anteriormente. Todos os achados

estdo sinalizados com setas pretas na imagem.

A
OEC (5 pg/mL) OEC (10 pug/mL) OEC (20 pg/mL)

DOX OEF (5 pg/mL) OEF (10 pg/mL) OEF (20 pg/mL)

CN OEC (5 pg/mL) OEC (10 pg/mL) OEC (20 pg/mL)

OEF (5 pg/mL)

Figura 9. Efeito dos 6leos essenciais de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola surinamensis na
morfologia de células HCT116 apds 24 (A) e 48 (B) h de tratamento. As células foram coradas com
coloracdo May-Grunwald-Giemsa e examinadas por microscopia Optica (barra = 50 ym). O controle
negativo (CN) foi tratado com o veiculo de diluicdo dos OE, o DMSO, e doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL)
foi utilizado como controle positivo. Setas indicam encolhimento celular, células com condensagéo
nuclear ou fragmentagéo de DNA.
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5.3. EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS DA CASCA E FOLHAS DE
VIROLA SURINAMENSIS SOBRE A ATIVIDADE ANTITUMORAL
IN VIVO

A atividade antitumoral in vivo dos 6leos essenciais de cascas e folhas de V.
surinamensis foi investigada em modelo de transplante de xenoenxerto de carcinoma
do célon humano (células HCT116) usando camundongos C.B-17 SCID. Ambos os
OE reduziram o desenvolvimento do tumor HCT116 in vivo (Figura 10). Nos animais
tratados com OEC, a média dos pesos dos tumores foi de 0,27 + 0,05 g, enquanto nos
animais tratados com OEF, a média dos pesos dos tumores foi de 0,35 + 0,05 g versus
0,65 + 0,06 g observados no grupo do controle negativo (CN). Por sua vez, as taxas
de inibicdo tumoral in vivo foram de 57,9% para OEC e 44,8% para OEF. O 5-
fluorouracil foi utilizado como controle positivo e apresentou taxa de inibicdo tumoral
in vivo de 56,1%.
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Figura 10. Efeito dos 6leos essenciais de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola surinamensis em
camundongos C.B-17 SCID em modelo xenografico com células HCT116. Peso tumoral (g) apés o
tratamento. O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo de diluicdo (DMSO 5%) utilizado na
diluicBo do OEC (40 mg/kg) e OEF (40 mg/kg), e 5-fluorouracil (5-FU, 10 mg/kg) foi utilizado como
controle positivo. Os animais foram tratados durante 15 dias consecutivos por via intraperitoneal
comecando um dia apos a implantacao do tumor. Os dados apresentados representam a média +
S.E.M. dos 10 animais. * p < 0.05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido de analise
multipla Bonferroni.
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Os parametros toxicologicos relacionados ao peso também foram analisados
nos animais tratados com os controles e com os OE, e ndo foram identificadas
alteracdes significativas no peso corporal ou no peso relativo dos 6rgaos em nenhum

dos grupos avaliados (P> 0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Efeito do 6leo essencial de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola surinamensis no corpo e

peso relativo dos 6rgaos de camundongos C.B-17 SCID em modelo de xenoenxerto de células HCT116

Parametros CN 5-FU OEC OEF
Dose (mg / kg) - 10 40 40
Sobrevida 10/10 10/10 10/10 10/10
Peso inicial (g) 23,40+0,31 23,20+0,93 21,85+0,50 23,40+0,61
Peso final (g) 19,83+0,53 17,03+0,99 19,70+0,55 19,09 +0,36

Figado (g/100 g peso corporal) 426+0,14 460+026 4,70x0,19 4,85+0,23
Rins (g/100 g peso corporal) 1,42 £0,04 1,41+£0,12 1,50+0,08 1,51+0,07
Coracao (g/100 g peso corporal) 0,51+0,02 058+0,05 0,55+0,03 0,54+0,02

Pulméo (g/100 g peso corporal) 0,74+0,02 081+0,97 0,74+0,06 0,77 £0,03

Controle negativo (CN) tratado com veiculo de diluicdo dos tratamentos (DMSO 5%). Os dados

apresentados representam a média + S.E.M. de 10 animais.

Os parametros hematolégicos, contagem total de leucdOcitos e contagem
diferencial de granuldcitos, linfocitos e mondcitos, também foram analisados (Tabela
8). Os dados revelam que n&do houve alteragcbes estatisticamente significativas nos
parametros hematoldgicos avaliados dos animais tratados com OEC e OEF ou nos

grupos controle (p> 0,05).
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Tabela 8: Efeito do 6leo essencial de casca (OEC) e folhas (OEF) de Virola surinamensis nos
parametros hematolégicos do sangue periférico de amostras dos camundongos C.B-17 SCID em
modelo de xenoenxerto de células HCT116

Parametros CN 5-FU OEC OEF
Dose (mg/kg) - 10 40 40
Eritrocitos (108/mm3) 7,44 + 0,79 6,88 + 0,83 8,94 £ 0,39 8,46 £ 0,51
Hemoglobina (g/dL) 13,20+ 1,04 9,37 £1,17 12,2+ 0,55 11,4+0,63
Hematdcrito (%) 41,04 + 3,40 29,43 £ 3,55 37,54 £ 1,62 36,29 + 2,17
VCM (fL) 45,43 + 2,10 42,71+ 0,29 42,29+ 0,18 43,00 + 0,38
Plaquetas (103/mm3) 1072,0+ 137,0 916,9+110,0 1486,0+78,18 1297,0+ 90,99
Leucécitos (103/mm?3) 8,90 + 1,65 7,69+1,72 9,63 +0,86 9,0+0,79
Leucdcitos diferenciados (%)

Granulocitos 23,06 £ 2,41 21,35+ 3,19 17,73 £1,85 26,73+ 2,42
Linfocitos 60,13 + 2,65 63,20 + 3,33 65,4+25 545+ 27
Mondcitos 16,81 £ 0,55 15,45 £ 0,37 16,86 + 0,79 17,31 £ 0,70

Controle negativo (CN) tratado com veiculo de diluicdo dos tratamentos (DMSO 5%). Os dados

apresentados representam a média £ S.E.M. de 7 animais.

Por meio de HE, as alteracdes histoldgicas dos tumores xenoenxertados foram
analisadas nos grupos experimentais (OEC e OEF), comparando com 5-FU (controle
positivo) e DMSO (controle negativo). Todos os grupos exibiram tumor epitelial sélido
com uma heterogeneidade intra-tumoral, mitoses atipicas e pleomorfismo celular
(Figura 11).

Dentre os achados encontrados, as areas de necrose foram comuns a todos 0s
grupos, sendo mais evidentes nos tumores dos animais tratados com 5-FU e OEF,
como indicado pelos asteriscos. Um aumento de células secretoras e infiltracdo de
células inflamatérias no tumor e tecido periférico foram observados no grupo OEC.
Adicionalmente, as setas indicam a presenca de muco. A coloracdo intensamente
roseada indica intenso pleomorfismo, alteracdes nucleares e celulares.

Observa-se tecido em necrose no tumor do controle negativo, o que pode estar
relacionado com isquemia, falta de vascularizacdo e consequentemente falta de

nutrientes no interior do tumor.
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Figura 11. Andlises histologicas dos tumores. Coloragdo com hematoxilina e eosina analisado por
microscopia optica. Asteriscos indicam areas de necrose com infiltracdo de células inflamatérias e as
setas indicam a presenca de material mucoso. O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo de
diluicdo (DMSO 5%) utilizado na diluicdo do OEC (40 mg/kg) e OEF (40 mg/kg), e 5-fluorouracil (5-FU, 10
mg/kg) foi utilizado como controle positivo. Os animais foram tratados durante 15 dias consecutivos por
via intraperitoneal comec¢ando um dia ap6s a implantag&o do tumor.

A figura 12 indica as altera¢des histologicas dos orgéos (figado, pulmdes e rins)
nos grupos experimentais (OEC, OEF), comparando com 5-FU (controle positivo) e
DMSO (controle negativo). Os asteriscos indicam areas de congestionamento vascular,
0 que inicialmente pode indicar uma resposta inflamatéria natural do corpo. Nos rins, a
arquitetura do tecido foi preservada em todos 0s grupos experimentais, mas foram
observadas alteragbes morfolégicas, como congestdo vascular e espessamento da
membrana basal do glomérulo renal, com diminuicdo do espaco urinario em todos os
rins, variando de leve a grave.

No figado, a arquitetura acinar e as veias centrolobulares também foram
preservadas nos grupos OEC e OEF e parcialmente preservada nos grupos controle
negativo e positivo, DMSO e 5-FU, respectivamente. Areas focais de inflamacéo e

congestao foram observadas em todos 0s grupos experimentais. As setas finas indicam
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esteatose microgoticular. Outros achados, como degeneracdo hidropica e necrose de
coagulagéo, foram encontrados nos grupos DMSO e 5-FU, variando de leve a moderado.

Adicionalmente, ainda na figura 12, nos pulmdes, a arquitetura do parénquima foi
parcialmente mantida em todos 0s grupos, enquanto um espessamento do septo alveolar
foi observado, resultando em diminuicdo do espaco aéreo, variando de areas focais a
generalizadas nos tecidos analisados. A analise histopatoldgica dos pulmdes revelou
inflamacé&o importante, predominantemente aguda, com edema, hiperplasia de células
do parénquima pulmonar e congestdo vascular. Hemorragia focal e pigmentos de
hemossiderina foram observados nos pulmdes de alguns animais neste estudo. E
importante notar que embolia tumoral foi observada em pulmdes de dois animais do
grupo controle negativo (DMSO 5%), identificado através das setas grossas. Os achados
encontrados nos tecidos pulmonares podem ser provenientes devido a morte dos
animais e uso de anestésicos. Os coracdes dos animais neste estudo ndo mostraram

alteracdes morfoldgicas significativas.
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Figura 12. Analises histolégica representativas dos pulmdes, figado e rins corados com hematoxilina e
eosina e analisadas por microscopia Optica. O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo (5%
DMSO) usado para diluir o OEC (40 mg/kg) e o OEF (40 mg/kg), o 5-fluorouracil (5-FU, 10 mg/kg) foi
usado como controle positivo. Asteriscos indicam as areas de congestdo vascular; setas grossas
representam émbolos tumorais no pulméo e setas finas indicam esteatose microgoticular no figado.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez que os 0leos essenciais de
casca e folhas de V. surinamensis sao capazes de inibir a proliferacdo de células HCT
116 tanto em modelo in vitro quanto in vivo em camundongos C.B-17 SCID em modelo

de xenoenxerto de células HCT 116.

A andlise da composicdo quimica dos Oleos essenciais de V. surinamensis
identificou que os constituintes em maior concentracdo no OEC foram aristoleno, a-
gurjuneno, valenceno, germacreno D, d-guaieno e a-guaieno; por outro lado, os
constituintes principais no OEF foram a-farnenseno, 3-elemeno, biciclogermacreno,
germacreno D, a-cubebeno, a-copaeno e elemicina. Como destacado nos resultados
do presente estudo, foram encontrados no o6leo essencial de casca 19 picos
identificados; em contrapartida, o 0leo essencial de folha apresentou 39 picos
identificados, uma composi¢cdo muito mais diversificada. Ambos apresentaram uma
predominancia de sesquiterpenos. E importante salientar que as folhas e casca de V.
surinamensis foram coletadas sob a forma de material seco em fazenda privada no
estado do Amazonas, Brasil em dezembro de 2014, sob a ocorréncia de época de
chuva naregido. Os resultados encontrados corroboram com estudo anterior de Lopes
e colaboradores (1997) indicando a predominancia os sesquiterpenos nestes OE

durando o periodo chuvoso nesta regiao.

Estudos fitoquimicos com espécies da familia Myristicaceae, familia da V.
surinamensis, tem mostrado o acumulo de constituintes lignoides na composicao
quimica das espécies vegetais desta familia (MORAIS, et al, 2009). Resultado este
diferente do encontrado neste estudo que encontrou como principais constituintes os
sesquiterpenos. Em contrapartida, os sesquiterpenos sédo constituintes bem comuns
em Oleos essenciais. Sesquiterpenos isolados ja apresentaram atividade citotoxica
relacionada com inducdo da apoptose, acdo sobre o ciclo celular, bem como pela
inibic&o de fatores pré-angiogénicos, invasivose proliferativos, entre outros (AMBROZ,
et al, 2015).

Zhang e colaboradores (2015) estudando o B-elemeno comprovaram sua
atividade citotéxica frente a linhagens tumorais, neste estudo o 3-elemeno reverteu a

resisténcia a drogas anticancer de mama e alterou a expressao de miRNAs.



57

Em estudo realizado com Zornia brasiliensis, que também possui atividade
citotéxica, foi encontrado como um dos componentes marjoritarios o germacreno D
(COSTA et al, 2015). O oleo essencial de folhas de Guatteria pogonopus tem efeito
antitumoral e também foi encontrado como constituinte B-Elemeno, germacreno D e
biciclogermacreno (FONTES et al, 2013). O germacreno D e o biciclogermacreno
também foram encontrados como componentes quimicos em um estudo de
citotoxicidade com Xylopia laevigata (MENEZES et al, 2016). Figueiredo e
colaboradores (2018) analisando OE e extratos de Eugenia uniflora encontraram
como constituintes majoritarios sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos

sesquiterpénicos.

Pavithra, Mehta e Verma (2018) estudando o 6leo essencial de Pamburus
missionis no cancer de pele epidermdide também encontraram o a-farnesene como
um dos constituintes quimicos. Embora alguns componentes encontrados possuam
potencial citotoxico descrito na literatura, sdo necessarios mais estudos para indicar
quais componentes ou combinacdes sdo responsaveis pelo potencial citotoxico de
OEC e OEF.

Na nossa triagem de substancias citotoxicas, extratos e OE com valores de Clso
abaixo de 30 uyg/mL em ensaios baseados em células cancerigenas sdo considerados
promissores (SUFFNESS e PEZZUTO, 1990; RIBEIRO et al., 2012; FERRAZ et al.,
2013; RODRIGUES et al., 2015; SILVA et al., 2016; RODRIGUES et al., 2019). Neste
estudo, ambos os OE apresentaram valores de Clso abaixo de 30 yg/mL nas diferentes
linhagens tumorais selecionadas para avaliagcdo dos compostos-teste. Além disso, 0s
OE foram capazes de reduzir a viabilidade celular tanto em 24 h quanto em 48 h,
analisada pelo ensaio de exclusao de azul de tripam.

N&o ha relatos na literatura sobre a citotoxicidade dos 6leos essenciais de V.
surinamensis e também do género Virola; no entanto, o (Z)-3,5,4'-trimetoxisilbeno, um
polifenol encontrado em V. cuspidate e V. elongata, € citotoxico para Caco-2
(adenocarcinoma do colon humano, Clsp = 0,25 yM), SW-480 (adenocarcinoma do
c6lon humano, Clso = 0,23 pM), SW-620 (células metastaticas derivadas de SW-480,
Clso = 0,20 uM), KB (cancer de cabeca e pesco¢o humano, Clso = 0,08 uM) e células
TK-6 (linfoma humano, Clso = 0,10 uM). Este também inibiu a polimerizacdo da
tubulina e causou a interrupcdo do ciclo celular na fase G2/M das células Caco-2
(CHABERT et al., 2006).
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Diversos 6leos essenciais provenientes da floresta amazénica com potenciais
semelhantes (abaixo de 30 pg/mL) sdo descritos na literatura, como OE de Guatteria
megalophylla Diels (Annonaceae) valores entre 12,51 pg/mL para células HL-60
(menor valor) e 35,45 pg/mL para MCF-7 (maior valor) (COSTA et al., 2020). Os OE
de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) apresentaram valores ICso para HCT 116 de E2:
16,26 ug/mL e E4: 9,28 pg/mL, em células AGP-01 E2: 12,60 pg/mL e E4: 8,73 ug/mL
e SKMEL-19 E2: 12,20 pyg/mL e E4: 15,42 uyg/mL (FIGUEIREDO et al., 2019).

Spyridopoulou e colaboradores (2019) analisando o éleo essencial extraido de
Origanum onites L. também encontrou potencial citotoxico dependente da
concentracdo em diferentes linhagens, o efeito antiproliferativo (valor de Clso por 72
h) foi observado em linhagem celular de cancer de célon HT-29 (0,35 + 0,2 pg/mL)
seguido por linhagem melanoma A375 (8,90 £ 0,7 pg/mL), carcinoma de mama MCF-
7 (10,0 £ 1,7 pg/mL) e células de carcinoma hepatocelular HepG2 (23,0 £ 4,2 pg/mL).

Diversos 6leos essenciais ja tiveram seu potencial citotoxico descrito na
literatura, podemos citar ainda: OE de Guatteria friesiana (W. A. Rodrigues) Erkens e
Maas (Annonaceae) apresentou CI50 com uma variacdo de 1,7 a 9,4 ug/mL em
células HCT-8 e HL-60, respectivamente (BRITTO et al., 2012), Iryanthera polyneura
Ducke (Myristicaceae) (MARTINS et al., 2019); Guatteria blepharophylla Mart.
(Annonaceae) com CI50 variando de 6,03 a 16,46 pg/mL para células HepG2 e K562,
respectivamente, e Guatteria hispida (R.E. Fr.) Erkens & Maas (Annonaceae) com
valores de CI50 variando de 5,45 a 24,89 ug/ml para linhagens HepG2 e K562,
respectivamente (FERRAZ et al., 2014); e o 6leo essencial de folhas de Croton
matourensis Aubl. (Euphorbiaceae) apresentou valores de CI50: 23,3 pg/mL para
MCF-7, para HCT 116 28,9 pg/mL, 28,5 pg/mL para HepG2 e HL-60: 17,8 ug/mL
(LIMA et al., 2018).

Buscando demonstrar o potencial citotoxico dos 6leos essenciais, realizou-se
diversos experimentos utilizando citometria de fluxo, tendo como resultados a
externalizacdo da fosfatildiserina (por analise com Anexina V x PI), fragmentacao
internucleossomal do DNA e despolarizagdo mitocondrial (utilizando rodamina 123).
O gue condiz com estudo de Ferraz e grupo (2014) onde encontraram morfologia
celular relacionada a morte celular apoptotica, aumento da fragmentagdo do DNA
internucleossémico e ativacdo da caspase-3 em células HepG2 tratadas com G.
blepharophylla e OE da folha de G. hispida. O OE da folha de C. matourensis causou
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morte celular em células HepG2 associadas a externalizacdo da fosfatidilserina e
fragmentacdo do DNA sem perda da integridade da membrana celular (LIMA et al.,
2018).

Bomfim e colaboradores (2013) demostraram que trés isdmeros do eudesmol,
alcoois sesquiterpendides de ocorréncia natural, causam despolariza¢éo mitocondrial
em células HepG2 de maneira dependente da concentracdo. Pieme e colaboradores
(2014) também demostraram que extratos de Annona muricata causam
despolarizacdo mitocontrial em células HL-60 de maneira dependente da
concentracdo, além de perda de viabilidade celular, mudancas morfologicas nas

células e parada do ciclo celular em Go/Ga.

O extrato de hibiscus demonstrou-se citotéxico de maneira concentracdo
dependente em diferentes linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231 e ER+ MCF-
7) causando morte celular por apoptose (NGUYEN et al, 2019). Em experimentos
realizados com o 6leo essencial de Oliveria decumbens vent também foi encontrado
fragmentacao do DNA e apoptose inicial em células 4T1 (carcinoma mamario murino)
(JAMALI, KAVOOSI e ARDESTANI, 2020). Estudos realizados por Chaparala e
colaboradores (2020) demonstrou que o panaxinol, composto bioativo isolado de

Panax quinquefolius causa dano no DNA e apoptose tanto in vitro e in vivo.

A partir dos experimentos com cultura de células HCT 116, utilizando a técnica
de microscopia oOptica foi possivel analisar que os OE causam danos celulares como
encolhimento celular, condensacdo de cromatina e fragmentacdo nuclear. Os
compostos também causaram despolarizacdo da membrana mitocondrial,
fragmentacdo do DNA e externalizacdo da fosfatildiserina nas andlises de citometria

de fluxo, dando indicios de que ambos os OE causam morte celular por apoptose.

Nos experimentos in vivo em camundongos C.B-17 SCID xenoenxertados foi
encontrado uma diminuicao do peso tumoral dos tratamentos com relacédo ao controle
negativo. Destaca-se que n&do foram encontradas diferencas significativas nos
parametros toxicologicos analisados. Neste estudo, também demonstramos que 0s
Oleos essenciais de V. surinamensis também inibiram o desenvolvimento de tumores
provenientes de células HCT 116 no modelo xenoenxerto utilizando dose de 40 mg/kg

por via intraperitoneal.
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Na figura 8, observa-se as taxas de inibicdo da massa tumoral, valores de OEC:
57,9 % e OEF: 44,8% nos animais tratados, indicando um efeito benéfico positivo do
tratamento utilizado na reducdo do tumor, pois ambos o0s grupos tratados
apresentaram uma massa tumoral reduzida em relacdo ao grupo controle. Este
resultado corrobora com os estudos in vitro de que os OE analisados sao eficientes

em causar apoptose nas células tumorais.

Destaca-se que nao foram observadas mudancas significativas nos parametros
hematoldgicos analisados. Com relacao as caracteristicas histoldgicas analisadas, 0s
tumores tratados com os OE apresentaram areas de necrose e infiltragdo por células
inflamatorias, ndo encontradas no controle. Estes resultados também indicam efeitos
benéficos dos OE em causar danos ao tumor com tudo sem alterar os outros

parametros analisados.

O efeito antitumoral da OE da folha de G. friesiana foi previamente estudado
em camundongos portadores de Sarcoma 180 e mostrou taxas de inibicdo do
crescimento de tumores de 43,4-54,2% e 6,6-42,8%, quando administrado também
por via intraperitoneal (50 e 100 mg/kg) e via oral (100 e 200 mg/kg), respectivamente
(BRITTO et al., 2012). O OE da folha de G. megalophylla (50 e 100 mg/kg, via
intraperitoneal) também foi avaliado em camundongos SCID C.B-17 com
xenoenxertos de células HL-60 e exibiu taxas de inibicdo da massa tumoral de 16,6-
48,8% (COSTA et al., 2020).

Diversos estudos in vivo utilizando 6leos essenciais creditam bons resultados
antitumorais em camundongos. O estudo realizado com OE de Oliveria decumbens
vent em camundongos BALB/c inoculados com células 4T1 com doses de 450 mg/kg
a cada dois dias durante duas semanas demonstrou reduc¢do do volume tumoral
guando comparado com o controle (JAMALI, KAVOOSI e ARDESTANI, 2020).
Também foi encontrado reducdo do volume tumoral quando comparado com o
controle em estudos com o 6leo essencial de Origanum onites L. em camundongos
BALB / ¢ inoculados com células CT26 por via de administracdo oral dose de 0,370 g
/ kg de peso corporal / dia durante 13 dias (SPYRIDOPOULOU et al, 2019).

Adicionalmente, o 6leo essencial de folhas de Croton matourensis Aubl.
(Euphorbiaceae) avaliado em camundongos SCID C.B-17 com xenoenxertos de

células HepG2 durante 21 dias por via intraperitoneal apresentou peso do tumor de
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0,3 +/- 0,1 g na dose de 40 mg/kg/dia e 0,2 +/- 0,03 g na dose de 80 mg/kg/dia (LIMA
et al, 2018).

Portanto, os resultados encontrados corroboram com diferentes resultados da
literatura cientifica sobre OE, indicando possivel efeito benéfico dos 6leos essenciais
de Virola surinamensis no tratamento de cancer de coélon. Contudo, outros estudos de
mecanismos de acdo sao necessarios para uma melhor elucidacdo dos efeitos
antitumorais dos OE e efeito in vivo como andlise da fung&o renal e enzimas hepéaticas,
estudos em outras espécies animais, estudos de toxicidade reprodutiva, entre outros,
para assegurar os beneficios deste possivel tratamento. A figura 13 resume o0s
principais achados in vitro deste trabalho quanto aos efeitos dos OE em células de

carcinoma de colon (HCT 116).
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Figura 13. Resumo gréfico dos resultados in vitro do trabalho. Criada a partir de figuras SMART — Servier
Medical Art (Creative Commons Licenses).
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7. CONCLUSAO

Os Oleos essenciais da casca e das folhas de V. surinamensis tém constituintes
quimicos dominados pelos sesquiterpenos, o que inclui aristoleno, a-gurjuneno,
valenceno como constituintes marjoritarios em OEC, e a-farnenseno, B-elemeno,
biciclogermacreno como constituintes principais em OEF. Sendo interessante uma
andlise futura dos constituintes separadamente para indicar as substancias ativas.
Ambos o0s Oleos induziram a morte celular em células HCT116 e inibiram o
crescimento de tumores no modelo xenoenxerto utilizado, indicando uma possivel
atividade antitumoral promissora em células cancerigenas do célon. Embora este
trabalho tenha apresentado resultados iniciais promissores, S0 necessarios mais

estudos farmacoldgicos para avaliacao desses 0leos essenciais.
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