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RESUMO

Associacao entre o extrato aquoso e o 0leo essencial do Cymbopogon citratus e o 5-fluorouracil
na resposta antitumoral em camundongos com sarcoma 180, Ingrede Tatiane Serafim Santana,
Séo Cristovéo, 2022.

Na oncologia, a quimioterapia continua a ser a terapéutica mais prevalente, utilizando de
antineoplasicos como o 5-fluorouracil (5-FU). No entanto, em virtude de apresentar limitacdes,
como a ndo especificidade celular e efeitos adversos associados, 0 uso de terapias alternativas,
como plantas medicinais, tem sido gradativamente observado entre pacientes oncoldgicos,
principalmente, com a finalidade de amenizar efeitos adversos associados, como nauseas e
vomitos. O Cymbopogon citratus, popularmente conhecido por capim - santo, capim - limé&o ou
capim - cidreira, esta entre as plantas medicinais utilizadas por pacientes oncolégicos; no
entanto, apesar da identificacdo de propriedades benéficas em seu uso, a associagdo de suas
preparacOes (como extratos e 6leos essenciais) com antineoplasicos é pouco explorada. Nesse
sentido, o presente estudo teve por objetivo investigar a associagdo entre o extrato aquoso e 0
6leo essencial do Cymbopogon citratus e o 5-fluorouracil na resposta antitumoral em
camundongos com Sarcoma 180. Trata-se de estudo experimental aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais (CEPA), pareceres n° 17/2019 e n° 2726280621. Analise
cromatogréfica foi realizada para identificacdo de constituintes do extrato e do dleo essencial
do Cymbopogon citratus. Ensaios in vitro foram realizados para avaliacdo da citotoxicidade em
linhagens tumorais do cancer de pulméo (A549), melanoma (B16 - F10) e glioma (C6),
utilizando o método Suforodamina B, e para avaliacdo da presenca de atividade hemolitica em
eritrocitos, através de ensaio de hemolise. A avaliacdo da associacdo do extrato aquoso do
Cymbopogom citratus (EACC) e do 6leo essencial do Cymbopogon citratus (OECC) com 0 5
— FU foi realizada em ensaio in vivo utilizando o tumor experimental Sarcoma 180 em protocolo
de 9 dias (1° dia - inoculacdo do tumor S180 na regido axilar esquerda; 2° ao 8° dia - tratamentos
por via oral (EACC, OECC e veiculo) ou intraperitoneal (5-FU), e 9° dia - coleta de material
sanguineo, orgaos (figado, rins e baco) e tumores); analises adicionais também foram realizadas
com o citral, constituinte identificado como majoritario do OECC; as doses utilizadas
corresponderam a 50 e 100 mg/kg/dia para 0 EACC, 25 e 50 mg/kg/dia para o OECC e para o
citral e 25 mg/kg/dia para o 5-FU. Os parametros avaliados frente a associagcdo do EACC,
OECC ou do constituinte isolado citral com o 5-FU incluiram a inibicdo tumoral e aspectos
toxicologicos relacionados a massa corpérea, ingesta de agua e consumo de racao, massa dos
Orgdos, parametros bioquimicos renais (ureia, creatinina e &cido Urico) e hepaticos (alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina), parametros hematol6gicos
eritrocitarios (hemacia, hemoglobina e hematocrito) e leucocitarios (leucdcito total e
diferencial) e analise morfoldgica dos 6rgdos. Analises estatisticas incluiram a regressdo néao-
linear, o teste de normalidade de Shapiro wilk, a analise de variancia de uma e duas vias e 0 pés
teste de Tukey, utilizando o programa Prisma versdao 8.0.2 (GraphPad Software). Analise
cromatografica identificou que o &cido clorogénico estd presente no EACC e que o citral
representa o constituinte majoritario do OECC. Ensaios in vitro evidenciaram que o EACC
apresentou atividade citotdxica fraca para as linhagens tumorais da A549, B16 - F10 e C6, com
grau de inibicao celular (GI1%) < 50%; por sua vez, 0 OECC e o citral apresentaram atividade
citotoxica alta para as linhagens avaliadas, com %Gl > 75%; adicionalmente, o OECC
apresentou concentracao inibitdria capaz de provocar 50% do efeito maximo (Clso) < 30 ug/mL
para as linhagens da A549 e B16-F10, considerado promissor para oncologia. Ensaio de
hemdlise identificou que o EACC apresentou toxicidade leve a eritrécitos na concentracao de
1000 pg/mL; por sua vez, 0 OECC e o citral apresentaram toxicidade nas concentragdes de 500
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e 1000 pg/mL e toxicidade leve na concentracdo de 250 pg/mL. Ensaio in vivo, para
investigacao da associacdo do EACC, OECC e do citral com o 5-FU, identificou que ndo houve
influéncia significativa da associacdo em relacdo a inibigcdo do crescimento tumoral do S180.
No experimento com EACC, o tratamento do S180 com 5-FU apresentou crescimento tumoral
de 0,36 + 0,07 g e os tratamentos com EACC 50 e 100 mg/kg/dia + 5-FU de 0,67 + 0,08 g
(p=0,3532) e 0,57 + 0,06 (p=0,7539), respectivamente. No experimento com OECC e com 0
constituinte isolado citral, o grupo 5-FU apresentou crescimento tumoral de 0,22 + 0,04 g, 0s
grupos tratados com 25 e 50 mg/kg/dia do OECC + 5-FU de 0,55 £ 0,13 g (p=0,3235) € 0,24 +
0,07 g (p>0,9999) e para o citral 25 e 50 mg/kg/dia + 5-FU de 0,28 + 0,04 g (p=0,9971) e 0,22
+ 0,06 g (p>0,9999), respectivamente. Analises toxicoldgicas identificaram que a associacédo
do EACC com o 5-FU resultou em altera¢Bes de pardmetros bioquimicos renais; elevacao de
acido urico foi identificada frente a associacdo de EACC 100 mg/kg/dia com o 5-FU e reducdo
da creatinina foi identificada frente a associagdo entre o EACC 50 e 100 mg/kg/dia com 0 5-
FU, sugerindo que apesar da presenca de elevacao de acido urico, papel nefroprotetor pode estar
presente ao reduzir valores de creatinina em relacdo ao grupo tratado isolado do 5-FU. No uso
do OECC 50 mg/kg/dia com o 5-FU, elevacdo da ingesta de agua foi encontrada quando
comparado ao tratamento isolado do 5-FU, sem diferenca estatistica com o controle negativo
com tumor, sugerindo a preservacdo dos habitos de ingesta de agua alterados pelo 5-FU; néo
foram identificadas alteracGes toxicoldgicas relacionadas a associacdo do constituinte isolado
citral com o 5-FU. Desse modo, os achados encontrados salientam que o OECC apresenta papel
promissor frente as linhagens B16-F10 e A549, que pode estar relacionado, principalmente, ao
citral, identificado como constituinte majoritario do OECC e que apresenta atividade citotoxica
alta frente as linhagens tumorais avaliadas; no entanto, a presenca de atividade hemolitica no
OECC em concentragfes => 250 pug/mL pode representar uma limitacdo em seu uso e deve ser
considerada em andlises posteriores. Adicionalmente, a associacdo do EACC, OECC e do citral
com o antineoplasico 5-FU concluiu que ndo houve influéncia da associagédo frente a inibicdo
tumoral do S180, nas doses utilizadas no presente estudo, e que alteragbes podem ocorrer na
ingesta de agua frente o tratamento associado do OECC com o0 5-FU e em parametros renais
frente o tratamento associado do EACC com o 5-FU, na terapéutica oncologica.

Descritores: Interagdes Ervas-Drogas; Plantas medicinais; Capim - santo; Anticarcindgenos;
Fluoruracila.



ABSTRACT

Association between aqueous extract and essential oil of Cymbopogon citratus and 5-
fluorouracil in the antitumor response in mice with sarcoma 180, Ingrede Tatiane Serafim
Santana, S&o Cristovao, 2022.

In oncology, chemotherapy remains the most prevalent therapy, using antineoplastic drugs such
as 5-fluorouracil (5-FU). However, due to limitations, such as cellular non-specificity and
associated adverse effects, the use of alternative therapies, such as medicinal plants, has
gradually been observed among cancer patients, mainly with the aim of mitigating associated
adverse effects, such as nausea and vomiting. The Cymbopogon citratus, popularly known as
lemongrass, is among the medicinal plants used by cancer patients; however, despite the
identification of beneficial properties in its use, the association of its preparations (such as
extracts and essential oils) with antineoplastics is little explored. In this sense, the present study
aimed to investigate the association between the aqueous extract and the essential oil of
Cymbopogon citratus and 5-fluorouracil in the antitumor response in mice with Sarcoma 180.
This is an experimental study approved by the Animal Research Ethics Committee (CEPA),
opinions n® 17/2019 and n° 2726280621. Chromatographic analysis was performed to identify
constituents of the extract and essential oil of Cymbopogon citratus. In vitro assays were
performed to evaluate cytotoxicity in lung cancer (A549), melanoma (B16-F10) and glioma
(C6) tumour cell lines, using the Sulforhodamine B method, and to evaluate the presence of
hemolytic activity in erythrocytes, through of hemolysis assay. The evaluation of the
association of the aqueous extract of Cymbopogon citratus (EACC) and Cymbopogon essential
oil citratus (OECC) with 5-FU was performed in an in vivo assay using the experimental tumour
Sarcoma 180 in a 9-day protocol (1st day - inoculation of the S180 tumour in the left axillary
region; 2nd to 8th day - oral treatments (EACC, OECC and vehicle) or intraperitoneal (5 - FU),
and 9th day - a collection of blood material, organs (liver, kidneys and spleen) and tumors);
additional analyzes were also carried out with citral, the constituent identified as the majority
of the OECC; the doses used corresponded to 50 and 100 mg/kg/day for EACC, 25 and 50
mg/kg/day for OECC and citral and 25 mg/kg/day for 5-FU. The parameters evaluated in
relation to the association of EACC, OECC or the isolated citral constituent with 5-FU included
tumour inhibition and toxicological aspects related to body mass, water intake and feed
consumption, organ mass, renal biochemical parameters (urea, creatinine and uric acid) and
liver (alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase and alkaline phosphatase),
erythrocyte hematological parameters (red blood cells, hemoglobin and hematocrit) and
leukocytes (total and differential leukocytes) and morphological analysis of the organs.
Statistical analyzes included non-linear regression, the Shapiro Wilk normality test, one-way
and two-way analysis of variance and Tukey's post-test, using the Prisma program version 8.0.2
(GraphPad Software). The chromatographic analysis identified that chlorogenic acid is present
in the EACC and that citral represents the major constituent of the OECC. In vitro assays
showed that EACC showed weak cytotoxic activity for A549, B16 - F10 and C6 tumour lines,
with a degree of cellular inhibition (G1%) < 50%; in turn, OECC and citral showed high
cytotoxic activity for the evaluated strains, with %Gl > 75%; additionally, the OECC showed
an inhibitory concentration capable of causing 50% of the maximum effect (Clsg) < 30 ug/ mL
for A549 and B16-F10 strains, considered promising for oncology. Hemolysis assay identified
that EACC showed low toxicity to erythrocytes at a concentration of 1000 pg / mL; in turn,
OECC and citral showed toxicity at concentrations of 500 and 1000 pg / mL and low toxicity
at concentrations of 250 ug / mL. An in vivo assay to investigate the association of EACC,
OECC and citral with 5-FU, identified that there was no significant influence of the association



in relation to the inhibition of tumour growth of S180. In the experiment with EACC, the
treatment of S180 with 5-FU showed tumor growth of 0,36 £ 0,07 g and the treatments with
EACC 50 and 100 mg/kg/day + 5 — FU of 0,67 + 0,08 g (p=0,3532) and 0,57 + 0,06 (p=0,7539),
respectively. In the experiment with OECC and with the isolated citral constituent, group 5 -
FU showed tumor growth of 0,22 + 0,04 g, the groups treated with 25 and 50 mg/kg/day of
OECC + 5-FU of 0,55 £ 0,13 g (p=0,3235) and 0,24 + 0,07 g (p>0,9999) and for citral 25 and
50 mg/kg/day + 5-FU of 0,28 £ 0, 04 g (p=0,9971) and 0,22 = 0,06 g (p>0, 9999), respectively.
Toxicological analyzes identified that the association of EACC with 5-FU resulted in changes
in renal biochemical parameters; elevation of uric acid was identified against the association of
EACC 100 mg/kg/day with 5-FU and a reduction in creatinine was identified against the
association between EACC 50 and 100 mg/kg/day with 5-FU, suggesting that despite the
presence of uric acid elevation, a nephroprotective role may be present in reducing creatinine
values in relation to the 5-FU treated group alone. In the use of OECC 50 mg/kg/day with 5-
FU, an increase in water intake was found when compared to the isolated treatment of 5-FU,
with no statistical difference with the negative control with tumour, suggesting the preservation
of drinking habits of water altered by 5-FU; no toxicological alterations related to the
association of the isolated citral constituent with 5 - FU were identified. Thus, the findings point
out that the OECC has a promising role against the B16 - F10 and A549 strains, which may be
mainly related to citral, identified as the major constituent of the OECC and which has high
cytotoxic activity against the tumour strains evaluated; however, the presence of hemolytic
activity in the OECC at concentrations => 250 pg / mL may represent a limitation in its use and
should be considered in further analyses. Additionally, the association of EACC, OECC and
citral with the antineoplastic 5-FU concluded that there was no influence of the association
against tumour inhibition of S180, at the doses used in the present study, and that changes may
occur in water intake against the treatment OECC associated with 5 - FU and in renal parameters
compared to the associated treatment of EACC with 5 - FU, in oncological therapy.

Keywords: Herb-Drug Interactions; Plants, Medicinal; Cymbopogon; Anticarcinogenic
Agents; Fluorouracil.
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RESUMO PARA A SOCIEDADE

No adoecimento por cancer, a quimioterapia continua sendo o principal tratamento realizado
entre os pacientes; no entanto, sua utilizagdo pode trazer diferentes efeitos indesejados para o
individuo, como o convivio com sintomas que podem incluir nduseas e vomitos decorrentes do
tratamento. Dessa forma, pacientes que vivenciam o cancer habitualmente utilizam de
diferentes chas e 6leos essenciais de plantas medicinais para melhoria de sintomas indesejados,
como o ch& e o 6leo do capim - santo. No entanto, o ch& e o éleo do capim - santo também
podem apresentar atividades contra o cancer e até mesmo influenciar na atividade dos
medicamentos utilizados na quimioterapia, 0 que pode trazer prejuizos ou beneficios para o
tratamento. Dessa forma, o presente estudo foi realizado para conhecer propriedades do cha e
do dleo essencial do capim - santo frente ao cancer e se sua associagdo com uma droga
quimioterapica, o 5-fluorouracil, pode ser benéfica ou maléfica para o tratamento de um cancer
experimental, o Sarcoma 180. Os resultados encontrados demonstraram que o dleo essencial do
capim — santo pode ser uma droga em potencial para canceres de pulméo e melanoma, e que
seu principal constituinte, o citral, também apresenta importante atividade contra os canceres
avaliados; apesar disso, 0 6leo essencial também pode ser maléfico a componentes do sangue.
Em experimento com animais, o cha e o 6leo essencial do capim - santo ndo apresentaram
atividade contra o cancer avaliado, mas trouxeram indicativos que poderiam trazer beneficios
para o tratamento com o antineoplasico, como a possivel protecdo da atividade dos rins pelo
cha do capim - santo e preservacdo de habitos de ingesta de adgua pelo dleo essencial, no
tratamento com o quimioterapico. Os achados do estudo trazem indicios de importantes
atividades do capim - santo e reforcam que produtos naturais, como plantas medicinais, podem
ser promissores para o tratamento do cancer. No entanto, o uso de chés, 6leos essenciais ou
compostos isolados em conjunto com o tratamento do cancer pode trazer consequéncias ruins
a pessoa e alterar os efeitos dos medicamentos utilizados para doenca; dessa forma, o uso de
produtos naturais, como o 6leo e 0 cha do capim - santo, em conjunto com medicamentos
quimioterapicos deve ser evitado e, quando realizado, deve ser informado aos profissionais que
0 acompanham para que possam orienta-lo corretamente quanto ao uso de produtos naturais.

Palavras — chave: Cancer; Capim — santo; Quimioterapia.
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ABSTRACT FOR SOCIETY

In cancer illness, chemotherapy remains the main treatment performed among patients;
however, its use can bring different unwanted effects to the individual, such as living with
symptoms that may include nausea and vomiting resulting from the treatment. Thus, patients
who experience cancer usually use different teas and essential oils from medicinal plants to
improve unwanted symptoms, such as tea and lemongrass oil. However, tea and lemongrass oil
can also have activities against cancer and even influence the activity of drugs used in
chemotherapy, which can bring harm or benefits to the treatment. Thus, the present study was
carried out to know the properties of tea and the essential oil of lemongrass against cancer and
if its association with a chemotherapy drug, 5-fluorouracil, can be beneficial or harmful for the
treatment of experimental cancer, Sarcoma 180. The results found showed that the essential oil
of lemongrass can be a potential drug for lung and melanoma cancers and that its main
constituent, citral, also has important activity against the evaluated cancers; nevertheless, the
essential oil can also be harmful to blood components. In an experiment with animals, the tea
and the essential oil of lemongrass did not present activity against evaluated cancer, but they
brought indications that could bring benefits to the treatment with the antineoplastic, such as
the possible protection of the activity of the kidneys by the tea of lemongrass and preservation
of habits of water intake by the essential oil, in the treatment with the chemotherapeutic. The
findings of the study bring evidence of important activities of lemongrass and reinforce that
natural product, such as medicinal plants, may be promising for the treatment of cancer.
However, the use of teas, essential oils or isolated compounds together with the treatment of
cancer can have bad consequences for the person and change the effects of the drugs used for
the disease; therefore, the use of natural products, such as lemongrass oil and tea, together with
chemotherapeutic drugs should be avoided and, when performed, it should be informed to the
professionals who accompany the patient so that they can correctly guide him or her as to the
use of natural products.

Keywords: Cancer; Lemongrass; Chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

O céancer representa um problema de saude mundial e multifacetado (NATURE, 2020)
descrito como um conjunto de mais de 100 doengas que possuem como caracteristica comum
o0 crescimento desordenado de células desdiferenciadas, com multiplicagdo descontrolada e
aquisicdo de propriedades metastaticas através do processo de carcinogénese (INCA, 2020a).
Seu desenvolvimento estd associado, principalmente, ao desequilibrio em mecanismos
responsaveis pelo controle dos processos de proliferacdo e morte celular (FEITELSON et al.,
2016).

O cancer € considerado a segunda causa mais comum de morte (BARBOSA et al., 2015;
NAGAI; KIM, 2017). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou a ocorréncia
de 625 mil novos casos de neoplasias malignas para cada ano do triénio 2020 - 2022, com maior
prevaléncia para os canceres de prostata (66 mil) e mama (66 mil) entre homens e mulheres,
respectivamente, excluindo-se o céancer de pele ndo melanoma; o célculo global corrigido
estima a ocorréncia de 685 mil novos casos a cada ano (INCA, 2020b).

Elevadas taxas de adoecimento por cancer trazem consigo a importancia da
implementacdo da terapéutica adequada, com diferentes modalidades de tratamento sistémico
(quimioterapia, antiangiogénicos, hormonioterapia, terapia alvo e imunoterapia) e local
(cirurgia, radioterapia e terapia fotodindmica) tém sido estudadas e utilizadas na terapia
oncoldgica curativa e paliativa (PALUMBO et al., 2013; MARME, 2016; GE et al., 2017).
Apesar disso, a terapia sistémica quimioterdpica continua sendo a mais utilizada, associada ou
ndo a cirurgia e/ou radioterapia, como terapias locais (COSTA et al., 2015; HUANG et al.,
2017; ABBAS; REHMAN, 2018).

A terapia sistémica quimioterapica apresenta limitacGes, como a ndo especificidade
celular — que compromete a diferenciacéo entre células desdiferenciadas e normais — e efeitos
adversos associados, como diarreia, nauseas, alopecia, imunossupressdo e maior
susceptibilidade a infecgfes, impulsionando a investigacdo continua de novas terapias
oncoldgicas (BRANDAO et al., 2010; COSTA et al., 2015; FERNANDO; JONES, 2015).

A utilizacdo de produtos naturais no cancer, por exemplo, tem sido avaliada (RAJESH et
al., 2015; AMARAL et al., 2019), principalmente frente a gradativa observacéo clinica de seu
uso como terapia alternativa entre pacientes oncoldgicos; e, entre os produtos naturais
utilizados, destaca-se o uso de plantas medicinais, que séo amplamente difundidas desde a
antiguidade para o controle de diferentes doencas e que tem representado alvo da realizacédo de

diferentes estudos para sua caracterizacdo e identificagdo de propriedades farmacologicas
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(CORDELL; BEECHER; PEZZUT, 1991; POPOCA et al., 1998; JAHANBAN-ESFAHLAN
et al., 2015; CAETANO et al., 2018; MAGALHAES et al., 2018).

No entanto, apesar do uso de plantas medicinais ser sugerido, em maioria, como confiavel
e vantajoso (WANG et al., 2013), ao ser associado a farmacos antineoplasicos podem produzir
interacOes ervas — drogas que resultem, por exemplo, na elevagdo ou diminuicdo da resposta
terapéutica e em efeitos adversos, como citotoxicidade (GAUI, 2010) — principalmente ao
considerar a estreita janela terapéutica do farmaco, em que alteracdes devido a interacdes
podem trazer consequéncias letais ao paciente oncoldgico (TASCILAR et al., 2006; YU et al.,
2015).

A descoberta de métodos alternativos advindos de produtos naturais representa um
caminho promissor na oncologia; no entanto, é fundamental compreender que 0 uso
indiscriminado de plantas medicinais sem conhecimento prévio sobre suas caracteristicas e
propriedades pode trazer consequéncias ao paciente, que devem ser investigadas e conhecidas
pelo profissional e paciente (RAJESH et al., 2015; CRAGG; PEZZUTO, 2016; AMARAL et
al., 2019).

Em Sergipe, estudo realizado com 331 pacientes oncoldgicos identificou o uso de 33
plantas medicinais associadas a quimioterapia, entre os 164 pacientes que referiram o uso de
produtos naturais associados ao tratamento oncoldgico convencional; e, entre as plantas
medicinais descritas, o uso do Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (C. citratus), conhecido
popularmente por capim-santo, capim-cidreira ou capim-liméo, foi relatado. Potencial interacdo
entre o C. citratus e o antineoplésico ciclofosfamida também foi levantada, suscitando que seu
uso indiscriminado pode interferir diretamente em efeitos de antineoplasicos e salientando a
necessidade da compreensdo de possiveis associacfes entre a planta medicinal e agentes
antineoplasicos (CAETANO et al., 2018).

O C. citratus é utilizado pela popula¢do, principalmente, em forma de extratos e 6leos
essenciais; desse modo, seu uso tem influenciado estudos para investigacdo de propriedades
farmacolodgicas existentes em preparacOes de extratos e Oleos essenciais do C. citratus, a
exemplo do potencial papel promissor de suas preparacbes como droga antitumoral e
quimiopreventiva (PUATANACHOKCHAI et al.,, 2002; BIDINOTTO et al., 2010;
BIDINOTTO etal., 2012; PIARU et al., 2012; STONE et al., 2013; HALABI; SHEIKH, 2014;
THANGAM et al., 2014; BAO et al., 2015; PHILION et al., 2017; BAYALA et al., 2018;
MARUOKA et al., 2018; NGUYEN et al., 2019).

Estudo realizado para avaliacdo do efeito do 6leo essencial do C. citratus evidenciou que

seu uso em linhagens de células tumorais foi associado a maior atividade antioxidante e
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antitumoral (BAYALA et al., 2018). No entanto, seu uso deve ser realizado com cautela, visto
que preparacdes do C. citratus podem interagir com antineoplasicos e atuar na elevacdo ou
reducdo de suas concentracOes e em seus efeitos farmacologicos (BACHMANN et al., 2006;
CAETANO et al., 2018).

A gradativa realizacdo de estudos sobre produtos naturais no cancer salienta, desse modo,
que apesar do conhecimento popular e cientifico ja existente sobre os beneficios do C. citratus
(PHILION et al., 2017; BAYALA et al.,, 2018; MARUOKA et al., 2018), propriedades
antitumorais de suas preparagdes, como extratos e 6leos essenciais, também devem ser
consideradas; adicionalmente, efeitos da interacdo ervas — drogas na quimioterapia também
devem ser esclarecidos (BACHMANN et al., 2006).

Nesse contexto, considerando a importancia do conhecimento sobre a atividade
antitumoral e de efeitos associativos entre plantas medicinais e farmacos, por ambos serem
constituidos por agentes farmacologicamente ativos e seu uso concomitante poder resultar em
associacdes medicamentosas (SANTOS, 2018), o presente estudo teve por objetivo investigar
a associacdo entre o extrato aquoso e o Oleo essencial do Cymbopogon citratus e o 5-

fluorouracil na resposta antitumoral em camundongos com Sarcoma 180.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

2.1.1 Epidemiologia do cancer

O termo cancer provém do grego Karkinus, que significa caranguejo (INCA, 2020a); sua
denominacdo é resultado, por exemplo, da observacao de que os vasos sanguineos dispostos ao
lado de formag6es tumorais ou neoplasias malignas mamaérias, se assemelhavam a patas de
caranguejo (FAGUET, 2015).

O céancer é considerado um problema global de salide publica, tornando fundamental a
adocdo de estratégias que visem o seu enfrentamento e, principalmente, a implementacao de
medidas de prevencdo e promocdo a saude (GLOBAL BURDEN OF DISEASE CANCER
COLLABORATION, 2019).

Céanceres sdo responsaveis por causar temores a populacdo desde os tempos pré-
histdricos; no entanto, aumento gradativo de sua prevaléncia tem ocorrido nas Ultimas décadas,
principalmente, frente a adocdo de comportamentos de risco pela populacéo e a maior exposi¢céo
a agentes cancerigenos em diferentes locais, como a exposicao ocupacional (FAGUET, 2015).

Séo caracterizados como doencas ndo transmissiveis e correspondem a segunda causa de
mortalidade no mundo, estando atras apenas de doencas cardiovasculares; e, apesar da
ocorréncia de redugédo na taxa de mortalidade por cancer entre os anos de 2005 e 2015, por
exemplo, diferengas em seu enfrentamento sdo amplamente observadas entre paises de alta e
baixa renda, fator que ao ser associado ao aumento da taxa de sua incidéncia, fortalece a
importancia da adocdo de estratégias de atencdo a saude para o enfrentamento da doenca
(NAGALI; KIM, 2017).

O cancer de pele, prostata e canceres traqueal, bronquio e de pulméo foram evidenciados
como os mais incidentes entre homens e, os canceres de pele ndo melanoma, mama e colorretal,
entre as mulheres no ano de 2017; maiores taxas de mortalidade foram evidenciadas para 0s
canceres de figado, estbmago, traqueal, brénquio e pulmao para o sexo masculino e de mama,
traqueal, brénquio, pulmao e colorretal para o feminino (GLOBAL BURDEN OF DISEASE
CANCER COLLABORATION, 2019).

No Brasil, dados sobre a mortalidade por cancer entre os anos de 1978 e 2017

demonstraram aumento progressivo nas taxas de neoplasias malignas entre homens e mulheres,
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com maiores taxas de mortalidade incluindo o cancer de colo de Gtero, pulméo, mama, préstata
e colorretal (SILVA et al., 2020).

Estimativas do INCA para o triénio 2020-2022 indicaram a ocorréncia de 625 mil novos
casos de neoplasias malignas (685 mil novos casos em calculo global corrigido) incluindo o
cancer de pele ndo melanoma, com maior incidéncia apresentada para os canceres de pele néo
melanoma, mama, prostata, colon e reto, pulméo e estdmago, principalmente na regido Sudeste;
para mulheres, o cancer de mama foi considerado o mais prevalente em todas as regides, e para
0s homens o de prostata, excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma (que representou 27,1%
de todos os casos para 0os homens e 29,5% para mulheres) (INCA, 2020b).

Dados do INCA também indicaram que para o estado de Sergipe, 5.950 novos casos de
neoplasias malignas eram estimados, com 3.010 novos casos em sua capital, Aracaju; entre as
neoplasias malignas mais prevalentes para o estado de Sergipe e para sua capital, o cancer de
préstata foi considerado o mais prevalente entre os homens, seguido pelo cancer de pele ndo
melanoma e, para as mulheres, o cancer de pele ndo melanoma foi considerado o mais
prevalente, seguido pelo cancer de mama (INCA, 2020b).

O céancer tem apresentado uma ampla variacdo em relacéo a sua incidéncia e mortalidade
em diferentes paises, principalmente quando relacionado a questfes socioecondémicas e habitos
de vida; seu crescimento tem ocorrido em todo o mundo, de forma independente ao crescimento
demogréfico, tornando fundamental o monitoramento de sua incidéncia e mortalidade para
adocdo de prioridades e de medidas que visem o seu controle, além da avaliacdo da eficacia das
medidas implementadas (SILVA et al., 2020).

Nesse contexto, a compressdo da fisiopatologia do cancer torna-se fundamental para a
adocdo de medidas de prevencdo, promocdo, recuperacdo e reabilitacio em salde frente a
neoplasias que, alem de elevadas taxas de incidéncia e prevaléncia, associam-se a elevadas

taxas de mortalidade no mundo.

2.1.2 Fisiopatologia do cancer

O cancer é considerado como um grupo de mais de 100 doencas que apresentam como
caracteristica comum o crescimento desordenado de células desdiferenciadas ou malignas,
relacionado a diferentes fatores de risco intrinsecos e extrinsecos ao individuo (INCA, 2020a).

Fatores intrinsecos incluem caracteristicas ndo modificaveis pelo individuo, como erros

aleatdrios na replicacdo do DNA; por sua vez, fatores extrinsecos podem ser modificaveis,
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como estilo de vida e exposi¢do a carcindgenos, ou parcialmente modificaveis, como a
imunidade, metabolismo e niveis hormonais do individuo (WU et al., 2018).

A discussdo sobre a influéncia de fatores intrinsecos no cancer é um fator amplamente
presente na literatura, levantando-se aspectos, por exemplo, como a evidéncia de que ndo se sao
conhecidos todos os riscos extrinsecos relacionados ao favorecimento de neoplasias e que
fatores como a exposicdo ambiental, a ativacdo de oncogenes e efeitos epigenéticos e nao
mutagénicos podem exercer papel fundamental no desenvolvimento de canceres; de forma que
a contribuicdo de fatores intrinsecos ndo modificaveis para a presenca de mutacdes e 0
desenvolvimento de neoplasias pode ser pequena (ZHU; WU; HANNUN, 2017).

A epigenética, que corresponde a modifica¢es dinamicas e hereditarias que independem
do genoma humano, ou seja, das informacdes contidas na cadeia de DNA do individuo, também
tem sido gradativamente associada ao desenvolvimento de neoplasias; especialmente, por
favorecerem a expressdes genéticas inadequadas que podem atuar no processo de carcinogénese
ou tumorigénese (LU et al., 2020).

AlteracOes epigenéticas estdo relacionadas a marcas quimicas, como a presenca de grupos
fosfato, metil ou acetil no DNA ou em proteinas estruturais; podem incluir, por exemplo, a
metilacdo do DNA e a reprogramacdo epigenética embriondria do DNA (BRETON-
LARRIVEE; ELDER; MCGRAW, 2019).

Dessa forma, fatores epigenéticos tém sido relacionadas a cooperacdo com alteracdes
genéticas, atuando de forma conjunta no fenétipo de neoplasias (BAYLIN; JONES, 2016).
Nesse sentido, 0 processo de carcinogénese estaria relacionado a associacao entre mutagoes
genéticas cumulativas, alteracdes epigenéticas e fatores ambientais (LU et al., 2020), que
podem influenciar diretamente em mecanismos importantes a célula, como o processo de
divisdo e morte celular, e favorecer o desenvolvimento de células mutadas.

As células que formam os diferentes sistemas corporais sdo dotadas de processos
continuos de divisdo e morte celular, de forma organizada e controlada. No entanto, quando as
células adquirem a capacidade de se desenvolver de forma rapida, agressiva e incontrolavel,
estas podem apresentar a capacidade de se espalhar para outras regides do corpo e ocasionar
transtornos funcionais, como o desenvolvimento de tumores, também conhecidos por canceres
ou neoplasias (INCA, 2020a).

Os eventos celulares e moleculares que estdo envolvidos no processo de diviséo celular
sdo denominados de ciclo celular e abrangem duas etapas principais: a interfase, que consiste
em uma etapa de repouso a qual as células estdo se preparando para divisao, e a fase M, também

conhecida por mitose, em que ocorre a divisdo celular propriamente dita (TOTEJA, 2011). A
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interfase é dividida nas etapas de G1, S e G2, e a fase M nas etapas de profase, metafase, anafase,
telofase e citocinese (FOSTER, 2008; INGHAM; SCHWARTZ, 2017).

A divisdo celular é caracterizada por etapas bem definidas e relacionadas a um processo
regulado e altamente orquestrado, através de um sistema de controle do ciclo celular
(ALBERTS et al., 2002; ONG; TORRES, 2019); sistema com importante regulacdo de ciclinas
especificas que atuam em associacdo com quinases dependentes de ciclina (CDKs) na
checagem do processo de divisdo celular INGHAM; SCHWARTZ, 2017).

Na interfase, a fase Gi corresponde a etapa de determinacdo se a célula entrara em
processo de crescimento e diviséo celular ou em quiescéncia (Go); na fase S, ocorre a replicacao
do DNA para o processo de diviséo celular; na Gz, a preparagdo para o processo de mitose e,
na fase, M, o processo de divisdo celular propriamente dito, com divisdo do material genético
e citocinese (WEINBERG, 2014; INGHAM; SCHWARTZ, 2017).

No DNA, os cromossomos que contém o material genético do individuo estdo dispostos
em pares e envoltos por um envelope nuclear; na fase M, o material genético que foi duplicado
na fase S da interfase, é dividido entre as células filhas.

A prdfase corresponde a parte final da etapa de G2, em que ocorre a condensacdo dos
cromossomos; na prometafase, intermediéria entre a profase e a metéfase, ocorre a quebra do
envelope nuclear e o inicio da ligacdo dos cromossomos com 0s microtubulos presentes nos
dois polos do fuso mitotico; apos o par de cromatides que formam o0s cromossomos moverem-
se lentamente para um ponto no meio dos polos, tem-se a metafase; na anafase, as cromatides
sdo separadas para cada polo mitédtico e, em tel6fase, o material que foi duplicado e dividido é
novamente envolto por um envelope nuclear; por fim, o processo de divisdo celular finaliza
com a separacdo das duas células filhas, em um processo de citocinese, em que ocorre a
separacao do citoplasma celular (POLLARD et al., 2017).

Os complexos CDKs e ciclinas atuardo de forma conjunta em pontos de checagem ou
Checkpoints no processo de diviséo celular, visando a identificagdo e correcdo de erros no
processo de divisdo celular; fator fundamental para manutencdo e regulacéo da organizagéo e
divisdo celular (POON, 2016). Etapas do processo de divisao celular e de regulacédo e checagem
do processo de divisao celular sdo apresentadas na Figura 1 e 2.

Na oncogénese, as células malignas desenvolvem mecanismos que evadem o sistema
imunoldgico e as atividades supressoras do crescimento, além de relacionar-se a transformacéo

celular devido ao controle inadequado de sua proliferacio (CRUZ-LOPEZ et al., 2019).
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FONTE: Adaptado de POON, R.Y.C. Cell Cycle Control: A System of Interlinking Oscillators. Methods in
Molecular Biology, v. 1342, p. 3-19, 2016.

Figura 1. Etapas do processo de divisao celular e ciclinas especificas que atuam em associacéo
com quinases dependentes de ciclina (CDKSs) na checagem do processo de divisdo celular.

1] Interfase

Fonte: Adaptado de LEVY, A. et al. Cycle cellulaire, mitose et applications thérapeutiques. Bulletin du Cancer,
v. 98, n. 9, p. 1037-45, 2011.

Figura 2. Representagéo da fase de interfase e fase M no processo de divisao celular.

Dessa forma, considerando que a regulacdo de etapas do ciclo celular tem influéncia
significativa na proliferacdo, propriedades metastaticas e recorréncia de células neoplasicas,
agentes quimioterapicos atuam principalmente em etapas do ciclo celular; o antineoplasico 5-
fluorouracil (5-FU) atua, por exemplo, destruindo a sintese de nucleotideos e de replicacdo do
DNA, inibindo a proliferacdo de células tumorais (SUN et al., 2021).

O desenvolvimento de neoplasias resulta em uma proliferacdo celular anormal e

excessiva que pode acarretar o desenvolvimento de tumores benignos, quando restritos ao local
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de origem e com caracteristicas celulares fisicamente normais, ou tumores malignos, quando
apresentam caracteristicas celulares de crescimento anormal e incontrolavel, com a capacidade
de invasdo a outros tecidos, frente ao desenvolvimento de propriedades metastaticas (SINHA,

2018). Tumores benignos e malignos sdo representados na Figura 3.

Tumor benigno Tumor maligno
Fonte: INCA. Instituto Nacional do Cancer. ABC do cancer: abordagens bésicas para o controle do cancer /
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva. 6° ed. Rio de Janeiro: Ministério da satde, 2020a.

Figura 3. Crescimento celular representativo de tumores benignos e malignos.

Oncogenes e genes supressores de tumor estardo relacionados ao desempenho de
importantes fungdes no desenvolvimento de neoplasias, através da perda ou ganho de funcdes
(ZHU et al., 2015).

Proto-oncogenes atuam como reguladores do crescimento e proliferacdo celular e
modificacGes nesses genes levam a formacgdo de oncogenes, que atuardo no estimulo ao
surgimento de células desdiferenciadas ou malignas; por sua vez, 0s genes supressores de tumor
representam uma via de bloqueio do crescimento tumoral, contribuindo para o crescimento e
proliferacdo de células normais e inibi¢cdo tumoral (KONTOMANOLIS et al., 2020).

Oncogenes, geralmente estardo relacionados ao ganho de func@es a células malignas, ao
passo que genes supressores de tumor se relacionam a perda de funcdo em células malignas,
podendo influenciar diretamente no fendtipo maligno de neoplasias (OSBORNE; WILSON;
TRIPATHY, 2004). Alteracfes em genes supressores de tumor, por exemplo, podem ser
utilizadas por células desdiferenciadas e relacionar-se ao processo de carcinogénese e
malignidade.

O processo de carcinogénese ou tumorigénese, ativo principalmente pela associagéo entre
fatores intrinsecos e extrinsecos, que atuardo como oncoiniciadores, inclui as etapas de
iniciacdo, promocdo e progressao. A descoberta da existéncia de oncogenes e de genes

supressores de tumor representou um dos fatores associados a compreensdo de que 0 processo
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de carcinogénese seria dividido em etapas (BASU, 2018). As etapas de iniciagdo, promocéo e

progressao no processo de carcinogénese sdo representadas na Figura 4.
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Figura 4. Etapas de iniciacdo, promogao e progressao no processo de tumorigénese ou
carcinogénese.

Na fase de iniciacdo, diferentes agentes cancerigenos (oncoiniciadores), como a inducao
de estresse oxidativo, inflamacBes cronicas, carcin6genos ambientais ou ocupacionais,
mutacgdes genéticas ou alteracdes epigenéticas, podem atuar como iniciadores no processo de
carcinogénese (BASU, 2018) e resultar em alteragfes na cadeia do DNA que podem dar origem
a uma célula pré-iniciada (AMARAL, 2018).

Mecanismos de reparo que atuam na protecdo da cadeia de DNA poderao atuar na célula
pré-iniciada e induzir ao processo de morte celular (MORITA et al., 2010); no entanto, se falhas
ocorrerem nesse processo, células malignas poderao se dividir e proliferar, dando continuidade
ao processo de carcinogénese, principalmente, frente a exposicdo continuada aos agentes
carcindgenos, seguindo para a etapa de promoc¢do (AMARAL, 2018).

Na promocao, fatores como a inducdo de alteracdes epigenéticas e hiperplasia celular
estardo envolvidos (BASU, 2018); de forma que a atuacdo de agentes oncopromotores podera
influenciar diretamente na expressao de genes e na divisdo das células mutadas, promovendo a

estimulagdo de células malignas se os estimulos ndo forem cessados (AMARAL, 2018). Na
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promocdo, efeitos clastogénicos e instabilidade genética estardo presentes, favorecendo a
alteracdes na cadeia do DNA (BASU, 2018).

A progressao, etapa final do processo de carcinogénese, esta relacionada a ocorréncia de
alteracGes genéticas e fenotipicas, além da presenca de maior proliferacdo de células malignas;
nessa etapa, rapido aumento da massa tumoral estard envolvido e muta¢des adicionais podem
ocorrer, como a obtencdo de caracteristicas metastaticas pelo tumor, que podem favorecer a
proliferacdo de células malignas para outras partes do corpo (SIDDIQUI et al., 2015).

E na etapa de progressdo do cancer que geralmente sio apresentados os primeiros
sintomas da doenca (AMARAL, 2018) e a avaliacdo de fatores relacionados ao microambiente
tumoral, como a vasculatura do tumor, torna-se fundamental para compreensao da doenca e
determinacédo da terapéutica oncoldgica e prognostico do paciente (MBEUNKUI; JOHANN
JR, 2009).

Na prevencédo do cancer ou destruicdo de células malignas, os processos de morte celular
representam pontos chaves a serem trabalhados. Desse modo, salienta-se que o processo de
morte celular se relaciona a trés principais vias de sinalizacdo: apoptose (morte celular do tipo
), autofagia (tipo I1) ou necrose (tipo 111) (GREEN; LLAMBI, 2015).

Necrose, autofagia e apoptose podem estar presentes no processo de morte de células
tumorais (CHAABANE et al., 2013). A necrose esta relacionada, principalmente, a lesdes
isquémicas crénicas devido ao rapido crescimento do tumor, representando uma caracteristica
comum de tumores solidos e geralmente associada ao aumento do potencial metastatico e a
piores progndsticos no cancer (LING et al., 2020).

A autofagia representa um processo catabélico de morte celular altamente conservado e
estd relacionado ao empacotamento de complexos proteicos e organelas celulares para
degradacdo e renovacdo de componentes citoplasmaticos, desencadeado por fatores como
estresse oxidativo, hipdxia e estimulo de drogas (SU et al., 2015).

Por sua vez, a apoptose é um dos mecanismos fundamentais em processos fisioldgicos,
como a destruigdo normal de células a serem substituidas, e em processos patoldgicos, como a
morte celular induzida por drogas antitumorais e por células T citotdxicas (WONG, 2011).

O processo de apoptose € um dos processos fundamentais para manutencdo da
homeostase frente a divisdo e morte celular; no entanto, desequilibrios nesse processo podem
ocorrer e favorecer diretamente a um crescimento/proliferacdo celular anormal, que representa
um fator importante para o desenvolvimento de neoplasias malignas (OBENG, 2020).

As principais vias de sinalizacdo envolvidas no processo de morte celular por apoptose

incluem a via intrinseca ou mitocondrial, que se relaciona, por exemplo, a atuacéo de proteinas
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pré-apoptoticas Bcl-2 que atuam na permeabilizacdo da membrana celular, e a via extrinseca
ou via receptor de morte, que envolve a interacdo entre um ligante e um receptor de superficie
celular, como a interacédo entre o ligante Fas e seu receptor FasL (GREEN; LLAMBI, 2015).
A via de morte celular induzida pela proteina p53, um gene supressor tumoral, € um
importante exemplo do mecanismo de apoptose induzido por vias intrinseca e extrinseca, visto
gue sua ativacdo € realizada pelas duas vias. Na via intrinseca, sua ativacao esta relacionada a
interacdo com a proteina pré-apoptotica Bel-2 frente a situacdes de estresse, como a privacdo
de citocinas, levando a ativacdo dos efetores de morte celular BAX e BAK; na via extrinseca,
a p53 interage com membros da familia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFR),
levando a ativacdo de caspases efetoras que induzem a morte celular (AUBREY et al., 2018).
Desse modo, terapéuticas oncoldgicas, como a terapéutica oncoldgica quimioterapica,
utilizam do conhecimento e compreensdo de aspectos relacionados aos processos de morte

celular para destruicdo de células malignas.

2.1.3 Terapéutica oncoldgica quimioterapica e o 5-fluorouracil

O termo quimioterapia foi associado a utilizagdo de “quimicos” frente o tratamento de
doengas; na oncologia, seu uso foi difundido frente a identificacdo de que as taxas de cura
relacionadas a remocdo cirdrgica e a utilizacdo da radioterapia em tumores havia estabilizado,
principalmente devido a presenca de micrometastases tumorais entre 0s pacientes; desse modo,
a quimioterapia associada a cirurgia e/ou radioterapia passou a representar um papel importante
frente a doenca e atuacdo em micrometastases de células tumorais (DEVITA JR; CHU, 2008).

A quimioterapia representou a primeira abordagem farmacoldgica revolucionaria na
oncologia; apesar disso, a ndo especificidade celular do tratamento quimioterapico, ou seja, 0
fato das drogas quimioterapicas antitumorais ndo atingirem apenas as células tumorais,
representa uma importante limitacdo (FALZONE; SALOMONE; LIBRA, 2018).

Drogas utilizadas na terapia oncoldgica incluem diferentes classes, como agentes
alquilantes, antimitoticos de origem natural, antibiéticos citotdxicos e antimetabdlitos
(CALDERON-MONTANO et al., 2014; FALZONE; SALOMONE; LIBRA, 2018).

Agentes alquilantes representam uma das primeiras drogas a serem utilizadas no
tratamento oncoldgico, atuando, por exemplo, na reticulagdo e quebra da fita de DNA,
resultando em pareamento anormal de bases durante a replicacdo do DNA da celula maligna e,

consequentemente, inibindo o processo de divisdo e induzindo a morte celular; agentes
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alquilantes incluem, por exemplo, a ciclofosfamida e a isofosfamida, eficazes principalmente
em tumores de crescimento lento, como tumores solidos e leucemia (RALLAN; KAUR, 2007).

Agentes alquilantes exercem suas atividades em todo o ciclo celular e atuam atraves da
adicdo de um grupo alquila na cadeia de DNA. Seu uso associado a outros antineoplasicos tem
se mostrado eficaz em relagdo a seu uso isolado; no entanto, a resisténcia intrinseca e adquirida
a agentes alquilantes ainda representa um desafio a ser superado, podendo levar a recorréncia
da doenca, metastases e até mesmo ao obito (LEHMANN; WENNERBERG, 2021).

Agentes antimitoticos incluem drogas como o paclitaxel e a vimblastina, que atuam
inibindo a dindmica da polimerizac¢éo dos microtibulos no processo de divisdo celular e ativam
um ponto de checagem ou checkpoint presente entre as etapas de metafase e anafase, inibindo
que o processo de divisdo celular passe para a etapa de anafase, o que induz a parada do ciclo
celular e apoptose celular ou estado de G1 similar a senescéncia (VUREEN et al., 2015).

Agentes antimitoticos se ligam a proteina tubulina nos microtdbulos e inibem a formacéo
do fuso mitédtico, resultando na interrupcdo da fase M do processo de divisdo celular
(CALDERON-MONTANO et al., 2014).

Antibioticos citotoxicos sdo produtos quimicos produzidos por microrganismos e que
apresentam propriedades antitumorais, a exemplo das antraciclinas, como a doxorrubicina,
epirrubicina e mitoxantrona; efeitos citotoxicos da doxorrubicina podem estar relacionados, por
exemplo, a inibicdo da atividade da topoisomerase I, levando a quebra da dupla fita de DNA
das células malignas (GAO et al., 2020).

Antibidticos citotdxicos atuam principalmente na geracdo de danos ao DNA a partir da
topoisomerase 1l e através da geracdo de espécies reativas de oxigénio e inducdo de estresse
oxidativo (CALDERON-MONTANO et al., 2014).

Antraciclinas sdo consideradas inibidores da topoisomerase 1l (CALDERON-
MONTANO et al., 2014). Topoisomerases do DNA s&o enzimas nucleares que auxiliam na
restauracdo do DNA, divididas em tipo I e Il; o tipo | atua na quebra e unido de uma Unica fita
e a do tipo Il atua na divisao e unido da dupla fita de DNA (CHAUDHARY et al., 2022).

Agentes inibidores da topoisomerase | também atuam como drogas antitumorais, sendo
derivados, principalmente da camptocetina, como o irinotecano (CPT-11) e o topotecano, que
atuam inibindo o processo de replicagdo do DNA de células tumorais e induzem a morte celular
(EWESUEDO; RATAIN, 1997).

Desse modo, inibidores da topoisomerase levam a danos no DNA de células malignas

através da mediacédo pela topoisomerase | e I, que estdo envolvidas em processos como a
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replicagédo e transcricdo do DNA e remodelacdo da cromatina, importantes no processo de
divisdo celular (CALDERON-MONTANO et al., 2014).

Terapias hormonais direcionadas também podem atuar na atividade antitumoral.
Horménios, como o tamoxifeno, podem atuar na inibicdo do crescimento de tumores sensiveis
a alteragdes hormonais (CALDERON-MONTANO et al., 2014).

Os canceres de mama e de prostata, por exemplo, apresentam uma relacdo bem definida
frente a dependéncia da sinalizacdo de receptor hormonal, representando alvo de terapias
hormonais direcionadas; o uso do antagonista do receptor de estrogénio (ER), o tamoxifeno, foi
aprovado para uso no cancer de mama e o uso do antagonista do receptor de andrégeno, o
bicalutamida, no cancer de préstata (METCALFE; FRIEDMAN; HAGER, 2018).

Adicionalmente, agentes antimetabdlitos representam um dos pilares no tratamento
quimioterapico e incluem medicamentos que sdo estruturas quimicas semelhantes aos
nucleotideos - com o 5-FU, um antagonista de pirimidina - e ao folato - como o metotrexato,
um antagonista do folato/acido folico. Antagonistas do folato atuam, principalmente, inibindo
enzimas folatodependentes, reduzindo a sintese de DNA, RNA e de proteinas; por sua vez,
antagonistas de pirimidina atuam no bloqueio da sintese de nucleotideos, importantes para
formacao de fitas de DNA e/ou RNA no processo de divisdo celular (SCAIFE; KERR, 2008).

O 5-FU foi introduzido no ano de 1957 por Charles Heidelberger, representando uma
revolucdo no tratamento de canceres gastrointestinais, especialmente em tumores soélidos, como
0 cancer colorretal; o 5-FU tem sido amplamente utilizado em diferentes protocolos
quimioterapicos, como o protocolo FOLFOX e FOLFIRI (FALZONE; SALOMONE; LIBRA,
2018).

O protocolo FOLFOX compreende a combinacao do acido folinico (leucovorina), 5-FU
e da oxaliplatina (RUVINOQV et al., 2019) ou do 5-FU com a oxaliplatina; por sua vez, o
protocolo FOLFIRI corresponde a associacdo entre o 5-FU e o irinotecano. O 5-FU também
pode estar associado ao irinotecano e a oxaliplatina, em protocolo FOLFORINOX
(CAPARICA et al., 2019).

O 5-FU atua inibindo a enzima timidilato sintetase, prejudicando fungdes de sintese de
DNA em células tumorais; substratos do 5-FU, como trifosfato de fluorouridina, também
podem ser incorporados de forma errénea ao RNA ou DNA de células tumorais, resultando em
prejuizos na tradugdo e expressdo proteica (AZWAR et al., 2020). A formula estrutural do 5-

FU esta representada na Figura 5.
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Fonte: VICENTE NETO, O. J. Avaliacéo de estratégias de fenotipagem da enzima diidropirimidina
desidrogenase na predi¢do da exposi¢do ao 5-fluorouracil e a ocorréncia de toxicidade grave a quimioterapia em
pacientes com neoplasia gastrointestinal. Dissertacdo [Mestrado em Toxicologia e anélises toxicologicas] —
Universidade Feevale, 2018.

Figura 5. Férmula estrutural do 5-FU (CsH3FN2O3).

Salienta-se que a quimioterapia utiliza de diferentes drogas na terapia oncoldgica. No
entanto, frente a apresentacdo de limitagcbes, como a ndo especificidade celular e efeitos
adversos associados (BRANDAO et al., 2010; COSTA et al., 2015; FERNANDO; JONES,
2015), a descoberta de novas drogas a serem utilizadas no tratamento oncolégico é fundamental.
Desse modo, os produtos naturais tém marcado a historia da descoberta de novas drogas na
oncologia (HUANG; LU; DING, 2021).

Adicionalmente, em virtude de antineoplasicos estarem sendo utilizados de forma
concomitante com outras preparacdes, como preparacdes naturais de plantas medicinais
(CAETANO et al., 2018), ¢ fundamental a avaliacdo de parametros associativos entre drogas
antineoplasicas e plantas medicinais, como aspectos toxicoldgicos e antitumorais.

Nesse sentido, o 5-FU, tem sido amplamente utilizado em estudos para avaliacdo da
presenca de atividade antitumoral e/ou de efeitos associativos entre plantas medicinais ou seus
constituintes isolados e antineoplasicos (AMARAL et al., 2016; ANDRADE et al., 2016;
SANTOS, 2018), sendo utilizado no estudo realizado para investigacdo de efeitos associativos
entre o antineoplésico 5-FU e o C. citratus.

Ademais, por ser o 5-FU um antineoplasico utilizado em diferentes tumores sélidos
(CHRISTENSEN et al., 2019), como o cancer de mama e o cancer colorretal (SETHY;
KUNDU, 2021), o tumor experimental sarcoma 180 foi utilizado como modelo experimental
in vivo.

Sarcomas sdo tumores de origem mesenquimal, que podem se desenvolver em tecidos
moles e 6sseos (BURNINGHAM et al., 2012) e, na avaliacdo de tumores solidos, o tumor

experimental sarcoma 180 ou tumor de Crocker tem representado um importante aliado
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(FERREIRA et al., 2019), inclusive para avaliagdo da atividade de produtos naturais no cancer
(BEZERRA et al., 2006; BEZERRA et al., 2008a; BEZERRA et al., 2008b; AMARAL et al.,
2016; ANDRADE et al., 2016; SANTOS, 2018).

2.2 Plantas medicinais e a terapéutica oncoldgica

Produtos naturais sdo amplamente utilizados como fonte para descoberta de novas drogas
a serem utilizadas no tratamento oncoldgico, drogas que possam ser mais eficazes e que
apresentem menores efeitos adversos que aquelas ja utilizadas. Estima-se, por exemplo, que
cerca de 60% de drogas sintéticas utilizadas na oncologia sejam derivadas de fontes naturais
(SHARIFI-RAD et al., 2019).

Drogas antitumorais derivadas de produtos naturais incluem, por exemplo, o irinotecano,
vincristina, etoposideo e o paclitaxel como derivados de plantas, a actinomicina D e mitomicina
C como derivadas de bactérias e a bleomicina, de origem marinha; entre as drogas oncolégicas
que representam importante sucesso frente ao desenvolvimento na oncologia e que sdo
derivadas de produtos naturais, estdo a camptotecina e o taxol, descobertos entre 1950 e 1960
(HUANG,; LU; DING, 2021).

Plantas medicinais sdo amplamente utilizadas pela populacdo na terapéutica de diferentes
enfermidades, representando uma importante fonte de medidas terapéuticas no dia a dia da
populacédo. Estima-se, por exemplo, que o uso de plantas medicinais e fitoterapicos aumentou
gradativamente nas Gltimas trés décadas e que cerca de 80% das pessoas as utilizam de forma
indiscriminada, como medidas de atencdo primaria a satde (EKOR, 2014).

Entre pacientes oncoldgicos, seu uso também tem sido amplamente visualizado,
principalmente, como forma de amenizar efeitos adversos associados a terapéutica oncologica
decorrentes, especialmente, da quimioterapia; observou-se, por exemplo, que pacientes
oncoldgicos utilizam de gengibre, camomila, horteld, cardamomo e cebola para reducdo da
nausea decorrente da quimioterapia (HABIBED et al.,2020).

No entanto, o uso de produtos naturais por pacientes oncoldgicos deve ser realizado com
cautela, visto que apesar das plantas medicinais serem consideradas pela maioria das pessoas
como produtos seguros, estas podem conter substancias que possam ser tdxicas ao paciente,
bem como interagirem com terapias convencionais e ter impacto em sua seguranca e eficécia;
além de poderem atuar nas etapas da farmacocinética (absorcéo, distribui¢do, metabolizacdo e

excrecdo) de drogas utilizadas, afetando sua toxicidade (ORFI et al., 2021).
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A interagdo entre plantas medicinais e drogas quimioterapicas representa um dos
principais riscos e consequéncias clinicas a quimioterapia, tornando-se, gradativamente, uma
importante area da farmacoterapia a assumir espago em pesquisas cientificas; interacfes entre
ervas e quimioterapicos podem resultar, por exemplo, em alteragdes na relacdo dose — efeito e
em toxicidades, consequéncias resultantes, por exemplo, de efeitos inibitdrios das plantas e/ou
da inducdo de enzimas metabolizadoras de drogas e de proteinas de transporte, que podem
alterar a farmacocinética da droga quimioterapica (FASINU; RAPP, 2019).

Plantas medicinais podem associar-se e interagir com quimioterapicos em virtude, por
exemplo, da estreita janela terapéutica de quimioterapicos (ALNAIM, 2007), ou seja, devido
ao intervalo de doses em que estes sdo eficazes sem a ocorréncia de efeitos adversos associados
(TAMARGO; HEUZEY; MABO, 2015).

Plantas medicinais podem interagir com quimioterapicos e inibir enzimas metabolicas
importantes para os efeitos farmacoldgicos das drogas, atuando, por exemplo, na inibi¢do do
citocromo P450 (CYP), uma enzima importante para biotransformacdo de quimioterapicos,
como a ciclofosfamida e a ifosfamida (FASINU; RAPP, 2019).

Constatacdes iniciais de que produtos naturais/plantas medicinais poderiam interagir com
medicamentos foi decorrente, por exemplo, da identificacdo de que o suco de toranja poderia
interagir com o felodipino, um blogueador de canais de calcio utilizado no tratamento da
hipertensdo, levando a um aumento de cerca de 2,8 vezes em sua biodisponibilidade oral
(BAILEY etal., 1991), informacéao que direcionou a realizacdo de novos estudos para avaliacdo
de efeitos associativos entre drogas e produtos naturais.

No céncer, analises associativas também foram sendo gradativamente realizadas.
Pesquisas cientificas sobre interacBes e aspectos associativos entre quimioterapicos e plantas
medicinais/produtos naturais identificaram, por exemplo, que o uso do alho pode reduzir a
depuracdo do quimioterapico docetaxel e elevar efeitos adversos associados (COX et al., 2006);
0 uso da erva de sdo jodo também foi associado a reducdo significativa da concentracdo
plasmatica do docetaxel (GOEY et al., 2014).

Analises associativas com o antineoplasico 5-FU evidenciaram que a utilizacdo
concomitante do 5-FU com um complexo composto de ervas chinesas ndo resultou em
alteragOes significativas entre os tratamentos, considerando segura a administracdo do
complexo de ervas com o 5-FU (LIU et al., 2018).

No entanto, estudo realizado para avaliar evidéncias da associacdo entre a Matricaria
recutita L., popularmente conhecida como camomila, e o 5-FU evidenciou que, apesar da

associacdo ter se mostrado positiva na reducdo do tumor experimental S180 - ao potencializar
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o efeito antitumoral do 5-FU -, a associacdo também potencializou efeitos adversos, como a
reducdo da massa corporal e cardiaca e a ocorréncia de quadros de diarreia (SANTOS, 2018).

Dados dos estudos sugerem que produtos naturais podem ou ndo se associar/interagir com
antineoplésicos e que o conhecimento dessas associacOes é de fundamental importéancia, visto
que seu uso é cada vez mais frequente entre pacientes oncoldgicos. Tornando fundamental,
inicialmente, a identificacdo de produtos naturais utilizados por pacientes oncolégicos.

Estudo realizado na capital do estado de Sergipe para identificacdo de plantas medicinais
elou fitoterapicos utilizados por pacientes oncolégicos em tratamento oncoldgico
quimioterapico, por exemplo, identificou que, dos 331 pacientes entrevistados, 164 referiram o
uso de plantas medicinais ou fitoterapicos concomitantemente ao tratamento oncoldgico; entre
0s pacientes, 0 uso de 33 plantas medicinais foi identificado e as principais relatadas foram a
Melissa officinalis L. ou erva-cidreira (43,29%), a Matricaria recutita L. ou camomila (39,02%)
e Plectranthus barbatus Andrews ou boldo (29,89%) (CAETANO et al., 2018).

O C. citratus ou capim-santo também foi identificado entre os entrevistados (CAETANO
et al., 2018), salientando-se, adicionalmente, que 0 uso desta planta pode resultar em interacédo
com o0 agente antineoplasico ciclofosfamida, ocasionando elevagdo ou reducdo em
concentragOes plasmaticas; a interacdo poderia estar relacionada, por exemplo, a inducdo do
citocromo P450 subfamilia 2B pela estimulagdo do constituinte isolado beta-mirceno ou por
inibicdo do citocromo P450, isoforma 2B1, pelo constituinte isolado citral ou pineno, presentes
na planta (BACHMANN et al., 2006; CAETANO et al., 2018)

Nesse contexto, pesquisas cientificas devem ser amplamente encorajadas para avaliacdo
de aspectos associativos com antineoplasicos e plantas medicinais e/ou produtos naturais
utilizados por pacientes oncoldgicos, para promog¢do do uso cauteloso desses produtos e para

compreensdo dos aspectos associativos que possam direcionar as condutas terapéuticas.

2.2.1 O género Cymbopogon e o cancer

Espécies do género Cymbopogon estdo entre as plantas medicinais mais utilizadas pela
populacdo mundial, sendo amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais da
Africa, Asia e América e famosas por seu alto contetido de 6leos essenciais utilizados em
industrias cosméticas, farmacéuticas e de perfumaria (AVOSEH et al., 2015).

O género Cymbopogon faz parte da familia das gramineas (Poaceae) (BARUAH et al.,

2016); e composto por cerca de 180 espécies, subespécies, variedades e subvariedades e
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caracterizado por plantas altas e perenes, formadas por folhas densas e longas (ZAHRA;
HARTATI; FIDRIANNY, 2021).

Espécies do género Cymbopogon sao amplamente utilizadas na aromaterapia (AVOSEH
et al., 2015; BARUAH et al., 2016; ZAHRA; HARTATI; FIDRIANNY, 2021) e incluem
espécies como o Cymbopogon martinii, C. citratus, Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon
westratus, Cymbopogon nardus e o Cymbopogon winterianus (ZAHRA; HARTATI,
FIDRIANNY, 2021).

As espécies do C. citratus (capim-limdo) e do Cymbopogon Flexuosos sdo consideradas
as duas principais espécies do género Cymbopogon e diferentes estudos estdo sendo realizados
para conhecimento de suas atividades biolégicas ou farmacologicas, que podem vir a ser
utilizada na atencdo a saude, como o efeito antiiflamatorio e antifungico do C. citratus
(BOUKHATEM et al., 2014) e a atividade antimicrobiana do Cymbopogon Flexuosos
(ADUKWU et al., 2016).

Atividades biologicas de outras espécies do género Cymbopobon também ja foram
evidenciadas em estudos, como a atividade antimicrobiana (HASHIM et al., 2017) e anti-
helmintica do Cymbopogon schoenanthus (KATIKI et al., 2011) e atividade antifungica do
Cymbopogon Nardus, também conhecido por citronela (DE TOLEDO et al., 2016).

O género cymbopogon tem sido amplamente utilizado para tratar condi¢bes como
indigestdo, depressao, dores de cabeca, problemas respiratorios e de pele, anti-hipertensivo,
auto tratamento para perda de peso e em uso diario como agentes aromatizantes, limpeza do
corpo apdés a menstruacdo e até mesmo como higienizador dental (ZAHRA; HARTATI;
FIDRIANNY, 2021)

Desse modo, plantas medicinais do género Cymbopogon podem apresentar diferentes
propriedades. Propriedades farmacologicas frente a doengas, infeccdes e outras enfermidades
estdo associadas, principalmente, a metabolitos secundarios presentes na planta, como terpenos,
alcaldides e compostos fenolicos; metabdlitos secundarios sdo amplamente utilizados pela
planta frente a situacBes que requerem prote¢do e adaptacdo, como estresse bidtico e abidtico,
e tém sido amplamente utilizados em técnicas moleculares para conhecimento de suas
propriedades para atuacdo em enfermidades (AVOSEH et al., 2015).

No cancer, espécies do género Cymbopogon também sdo consideradas promissoras
drogas antitumorais e quimiopreventivas (AVOSEH et al., 2015) e, com 0 aumento do uso de
plantas medicinais entre pacientes em tratamento oncoldgico, tem-se a necessidade do
conhecimento sobre a atividade antitumoral de espécies de plantas de diferentes géneros, para

possivel utilizacdo na terapia oncoldgica e conhecimento de possiveis interacdes ou aspectos
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associativos com agentes quimioterapicos, como efeitos adversos associados (ABU-
DARWISH; EFFERTH, 2018).

A possivel associacdo do C. citratus com o agente quimioterapico ciclofosfamida, por
exemplo, torna necesséario 0 maior conhecimento sobre a espécie e o levantamento de possiveis
associacOes que possam estar relacionadas ao seu uso (BACHMANN et al., 2006; CAETANO
et al., 2018), visto que, apesar de diferentes estudos estarem sendo realizados para o
conhecimento da atividade antitumoral em espécies do género Cymbopogon (SHARMA et al.,
2009; BAO et al., 2015; BAYALA et al., 2018), pouco se é conhecido sobre possiveis
associacdes/interacdes deste género com antineoplasicos.

2.2.1.1 O C. citratus

O C. citratus, membro da familia das gramineas (Poaceae) e nativo da India, é também
conhecido como capim-santo, capim-liméo ou capim-cidreira e se desenvolve, principalmente,
em regides tropicais, apresentando longas e estreitas folhas verdes e cheirosas, com carater
aspero e cortante (OLIVEIRA; SANTOS, 2021).

Flores do C. citratus sdo de dificil visualizacdo, visto que quando presentes, reinem-se
em paniculas de pequenas espigas escuras (BRITO, 2011). O C. citratus é representado na
Figura 6.

Fonte: PROMILA.; MADAN, V.K. A Review on the Phytochemistry and Pharmacology of
Cymbopogon citratus Stapf. (Lemongrass). The Pharma Innovation Journal, v. 7, n. 3, p. 300-304,
2018.

Figura 6. Representagédo do C. citratus.
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O C. citratus é amplamente utilizado como preparagdes de extrato e 6leos essenciais e 0
odor de lim&o a ele atribuido é resultante de um dos seus metabolitos secundarios, o citral
(MAJEWSKA et al., 2019; OLADEJI et al., 2019). O citral € formado por uma combinacgéo de
dois aldeidos monoterpenos estéreoisoméricos: o geranial (isbmero trans) ou citral A e o neral
(isbmero cis) ou citral B; em sua composi¢do, o geranial prevalece em relacdo ao neral
(MAJEWSKA et al., 2019).

Propriedades farmacoldgicas de plantas medicinais, como o C. citratus relacionam-se,
principalmente, a presenca de metabdlitos secundarios. No metabolismo de plantas, metabdlitos
primérios estdo relacionados a fungdes vitais, como a sintese de celulose, lignina, proteinas,
lipideos e acUcares, e estdo presentes em maior quantidade em sua formacéo; por sua vez,
metabdlitos secundarios geralmente estdo presentes em menor quantidade e em determinados
tipos de plantas, relacionando-se, por exemplo, a adaptacdo da planta frente ao estresse biético
e abiotico (OLIVEIRA; SANTOS, 2021).

Metabolitos secundarios permitem a plasticidade e adaptacdo da planta (REZENDE et
al., 2016) e sdo esses principios ativos vegetais que geralmente estdo presentes em produtos e
terapias utilizadas (OLIVEIRA; SANTOS, 2021).

A producdo de metabdlitos secundarios por plantas é influenciada por condicdes
geogréficas e consequentes variagdes quanto a caracteristicas bioticas e abidticas (BONT et al.,
2020), como diferencas de temperatura, umidade, intensidade da luz e fornecimento de agua,
minerais e gas carbonico (CO2) (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011).

Metabolitos secundarios presentes em plantas sdo divididos em trés principais grupos:
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (MIRANDA, 2012; OLIVOTO etal.,
2017).

Os terpenos correspondem a maior classe de metabdlitos secundarios conhecidos, sendo
formado pela unido de carbonos e divididos em: monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos
(15 carbonos) e diterpenos (20 carbonos); triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40 carbonos)
e politerpendides (>40 carbonos) também podem ser encontrados (OLIVOTO et al., 2017).

Terpenoides ou isoprenoides abrangem cerca de 40.000 estruturas e, entre suas atividades
bioldgicas, estdo a atuacao frente a inflamag6es e tumores, propriedades neuroprotetoras em
condigdes neurodegenerativas, promocdo do bem-estar neuronal e propriedades
antimicrobianas e quimiopreventivas (MOHIUDDIN, 2019). Terpenos também sao
responsaveis pela fragrancia, sabor e pigmento de algumas plantas, além de apresentarem

funcbes de termoprotecao e sinalizacdo para plantas (COX-GEORGIAN et al., 2019).
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Compostos fendlicos sdo amplamente presentes em partes superiores de plantas, como
frutas e grdos, e desempenham importantes func@es fisiologicas da planta, como atuacdo em
sua qualidade, coloracéo, sabor e adaptacao ao estresse; compostos fendlicos incluem os acidos
fendlicos, flavonoides, taninos, lignanas fendlicas e estilbenos fenolicos (ZHANG et al., 2022).

Compreendem cerca de 8.000 estruturas identificadas até o0 momento e sdo amplamente
explorados na salide humana por seu alto poder antioxidante relacionado, principalmente, a sua
atuacdo como agentes redutores, doadores de hidrogénio, inibidores de oxigénio e quelantes de
metal em reacdes redox; seu alto potencial antioxidante permite que os compostos fendélicos
atuem em fatores como a conservacdo de alimentos e prevencdo de patologias, como doengas
cardiovasculares, arteriosclerose, cancer, diabetes, catarata e doencas neuroldgicas
(ZELJKOViIC et al., 2021).

Além de sua capacidade antioxidante, propriedades farmacoldgicas investigadas e
descritas na literatura sobre os compostos fendlicos também incluem sua utilizagdo como
anticancerigenos, antibacterianos, agentes cardioprotetores, anti-inflamatérios, promotores do
sistema imunoldgico e protecdo da pele contra radiacdo ultravioleta, atuando como agentes
promissores para industria farmacéutica e para medicina (TUNGMUNNITHUM et al., 2018).

Adicionalmente, ampla gama de metabdlitos secundarios possui nitrogénio em sua
estrutura, sendo conhecidos como compostos nitrogenados; compostos nitrogenados incluem,
por exemplo, alcaloides, glicosideos e aminoacidos ndo proteicos (OLIVOTO et al., 2017).

Metabolitos alcaloides incluem cerca de 12.000 substancias (MOHIUDDIN, 2019) e
abrangem tropanos, pirrolidinas, purinas de isoquinolina, imidazoéis, quinolizidinas, inddis,
piperidinas e pirrolizidinas, entre outros; atividades biologicas relacionadas a alcaloides podem
incluir sua atuacdo como agente anticancerigeno, antibacteriano, antidepressivo, herbicida,
anti-histaminico, estimulante do sistema nervoso central, inseticida e fungicida
(THAWABTEH et al., 2019).

Glicosideos compreendem um conjunto de substancias resultantes da ligacdo a um grupo
glicosil, que representa um dos processos bioldgicos mais comuns em células vivas. Estima-se
a ocorréncia de cerca de 85.000 espécies de plantas medicinais glicolisadas e utilizadas na
terapéutica, incluindo metabdlitos como saponinas esterdides e terpendides; o grupo glicosil é
importante, por exemplo, para o equilibrio da lipofilicidade molecular e permeabilidade da
membrana (GRYNKIEWICZ; SZEJA, 2015).

Aminoacidos ndo proteicos podem ser encontrados tanto como intermediarios do
metabolismo primario da planta, quanto como metabolitos secundarios, e sdo importantes em

funcdes de defesa da planta; séo exemplos de aminoacidos ndo proteicos a meta — tirosina, o L-
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3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e a metionina sulfoximina (HUANG; JANDER; VOS,
2011; FIPKE; VIDAL, 2016).

No C. citratus, metabolitos secundarios presentes no Oleo essencial incluem, por
exemplo, o mirceno, linalol, citronelol, citronelal e, principalmente, o geranial (citral a) e neral
(citral b) (KAPUR et al., 2016; BAYALA, 2018; BAILLY, 2020).

No extrato, metabolitos secundarios encontrados podem incluir o elemol, calameneno,
humuleno, beta-eudesmol, piperitona, citral, isoflavona e isorubraina (HALABI; SHEIKH,
2014). Metabolitos secundarios presentes e identificados em preparagdes do C. citratus sdo

exemplificados na Tabela 1.

Tabela 1. Metabolitos secundarios presentes em extratos e 6leos essenciais do C. citratus.

Preparacéo Metabdlitos identificados Referéncia
Extrato Acido clorogénico MEABED et al.,
Acido galico 2018
Pirogalol

Acido p-cumarico
Acido ferdlico
Acido cindmico
Quercetina
Rutina
Apigenina
Acido carnésico
Extrato Myrtenal HALABI; SHEIKH,
Piperitona 2014
Nonadiina
a-Cubebeno
a-Copaeno
L-calameneno
Elemol
Humuleno
Cariofileno
Cubenol
Cubebol
Carvona
B-Eudesmol;
Nonanenitrila
Extrato Acido clorogénico CHEEL et al., 2005
Isoorientina
Isoscoparina
Acido cafeico
Swertiajaponin
Isoorientina 2-O-ramnésido
Orientina
Quecetina
Oleo essencial 6-metil-hept-5-en-2-ona JESUS et al., 2021
Mirceno
(2)-beta-ocimeno
(E)-beta-ocimeno
exo-isocitral
citronelal
(E)-isocitral
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Citronelol
Neral

Geraniol

Geranial
undecan-2-ona

acetato de geranila
(E)-cariofileno
alfa-(trans)-bergamoteno

Oleo essencial 6-metil-hept-5-en-2-ona BIDINOTTO etal.,
Beta-mirceno 2010
Neral
Geranial
Geraniol

undecan-2-ona

Dessa forma, o C. citratus apresenta em sua composicdo monoterpenos, como o citral,
mirceno, limoneno e outros terpenos como o terpinoleno, ocimeno, pineno, cariofileno, o
felandreno e oxobisaboleno; compostos fendlicos que incluem &cidos fendlicos como o acido
cafeico e o p-cumarico e flavonoides como a quercetina, campferol, isoorientina e a
isoscoparina e taninos, como o acido galico (OLIVEIRA; SANTQOS, 2021).

O citral esta presente em cerca de 65-85% do OECC, relacionando-se a suas propriedades
farmacologicas (SHARMA et al., 2019). Atividades antimicrobianas s&o encontradas, por
exemplo, para o citral (PINO et al., 2018).

Atividades bioldgicas do C. citratus incluem, por exemplo, propriedades anti-amebicas,
antibacterianas, antidiarreicas, antifilarias, antifingicas e anti-inflamatérias (SHAH et al.,
2011).

O uso popular do capim-imao inclui propriedades reparadoras, digestivas, antitussigenas,
contra resfriados, analgésicas, anticardiopaticas, antitérmicas, anti-inflamatorias urinérias,
diuréticas, antiespasmodicas, diaforéticas e antialérgicas (NEGRELLE; GOMES, 2007);
propriedades tranquilizantes também sdo encontradas (OLORUNNISOLA et al., 2014).

A avaliacdo de propriedades farmacoldgicas do 6leo essencial do C. citratus evidenciou
a presenca de atividade antifungica promissora frente ao Candida albicans, C. tropicalis e
Aspergillus niger e efeito anti-inflamatério dose-dependente frente ao modelo de edema de
orelha em camundongo, induzido por 6leo de croton (BOUKHATEM et al., 2014).

Propriedades anti-inflamatorias também foram identificadas para o citral, ao atuar na
inibicdo de mediadores inflamatorios e em tratamentos de quadros inflamatorios (SA;
ANDRADE; SOUSA, 2013). Na inflamac&o, inibi¢do da secrecéo de prostaglandinas e 6xido
nitrico também foi associada aos constituintes isolados do C. citratus, como o citral, luteolina
e a carvona (SEPULVEDA-ARIAS et al., 2013).
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Efeitos anticonvulsivantes e neuroprotetores em convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol em peixes-zebra identificou que o 6leo essencial, o extrato hidroalcéolico e
0s constituintes isolados geraniol e citral apresentaram efeitos anticonvulsivantes,
representando uma estratégia promissora para epilepsia (HACKE et al., 2021).

Propriedades bactericidas estdo presentes para os constituintes isolados a-citral (geranial)
e B-citral (neral) do C. citratus frente a bactérias gram positivas e negativas (OLADEJI et al.,
2019). Melhor atividade antibacteriana foi encontrada para 0 OECC quando comparado ao
extrato metanolico do C. citratus; ndo sendo identificada atividade antibacteriana para o extrato
fervido do C. citratus (SUBRAMANIAM; YEW; SIVASAMUGHAM, 2020).

Inibicdo de danos hepatotoxicos foi encontrada para o extrato do C. citratus frente a danos
hepaticos causados pela cisplatina em ratos; a inibicdo dos danos hepaticos foi resultante,
principalmente, de propriedades antioxidantes presentes no extrato (ARHOGHRO; KEH;
PROHP, 2014).

Efeitos hipoglicémicos e hipolipidémicos dose-dependente foram encontrados para o
extrato do C. citratus, em ratos, apresentando baixa toxicidade na administracdo oral
(ADENEYE; AGBAJE, 2007). Atividade antinociceptiva também foi descrita para o C.
citratus, sendo utilizado para reducdo de dores e ansiedade e como método analgésico na
antiguidade (OLADEJI et al., 2020).

Propriedades repelentes também sdo encontradas, principalmente, para o 6leo essencial
do C. citratus, que apresentou atividade repelente, por exemplo, contra o Aedes aegypti e a
mosca doméstica (KIMUTAI et al., 2017).

No cancer, propriedades antitumorais e quimiopreventivas do C. citratus também tém
sido observadas. Potencial atividade antitumoral e imunomoduladora foi encontrada frente ao
uso de polissacarideos do C. citratus; com atividade antitumoral in vivo alcancada por
imunoestimulacdo (BAO et al. 2015).

O tratamento oral com OECC frente a danos induzidos por N-metil-N-nitrosurea (MNU)
em experimento in vivo com camundongos Balb/c, foi associado a papel protetor do DNA e a
atividade antitumoral, em lesGes hiperplasicas mamarias (BIDINOTTO et al., 2010).

Atividade antitumoral seletiva in vitro foi encontrada para o extrato do C. citratus frente
ao cancer de prostata, influenciando positivamente na apoptose de células tumorais ao ser
associado com os antineoplasicos taxol e mitoxantrona; in vivo, o extrato do C. citratus
administrado por via oral apresentou atividade antitumoral em xenoenxertos de cancer de
prostata (NGUYEN et al., 2019).



45

A associacdo do extrato aquoso do C. citratus com o docetaxel in vitro em linhagens de
cancer de prostata identificou que melhoria da atividade quimioterapica foi observada, de forma
gue seu uso na quimioterapia poderia potencializar a atividade antitumoral do antineoplasico
(GOMES et al., 2021). Tratamento de linhagens tumorais de cancer de pulmé&o identificaram
que o OECC apresenta atividade antitumoral, desempenhando importantes efeitos apoptoticos
(TRANG et al., 2021).

Desse modo, salienta-se que o C. citratus apresenta importantes propriedades
farmacoldgicas para a saude; propriedades que também estdo presentes na oncologia. No
entanto, apesar de propriedades antitumorais e quimiopreventivas sobre a planta medicinal
serem descritas na literatura, efeitos de sua associacdo com antineoplasicos sdo pouco

trabalhados e representaram alvo deste estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a associacdo entre o extrato aquoso e o 6leo essencial do Cymbopogon citratus

e o 5-fluorouracil na resposta antitumoral em camundongos com Sarcoma 180.

3.2 Objetivos especificos

» Identificar constituintes quimicos presentes no extrato aquoso e no 6leo essencial do
Cymbopogon citratus.

» Avaliar a citotoxicidade in vitro do extrato aquoso e do éleo essencial do Cymbopogon
citratus em linhagens celulares tumorais.

» Identificar a presenca de atividade hemolitica no extrato aquoso e no 6leo essencial do
Cymbopogon citratus.

» Avaliar a associacdo in vivo do extrato aquoso e do 6leo essencial do Cymbopogon
citratus com o farmaco antineoplasico 5-fluorouracil sobre o crescimento tumoral em animais
transplantados com o tumor experimental Sarcoma 180.

» Avaliar o efeito da associacdo in vivo do extrato aquoso e do dleo essencial do
Cymbopogon citratus com o farmaco antineoplasico 5-fluorouracil sobre aspectos
toxicolégicos, bioguimicos, hematoldgicos e morfolégicos em animais transplantados com o

tumor experimental Sarcoma 180.
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4.1 Desenho metodoldgico
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Figura 7. Descri¢do do desenho metodoldgico do estudo.
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4.2 Material utilizado

4.2.1 Kits, farmacos e reagentes

Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM), Tripsina, ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), Dimetilsulfoxido (DMSO), Sulforodamina B (SRB), Azul de Tripan, Triton X
100, Soro Fetal de Bovino (SFB), antibidtico (penicilina 10000 U/mL; estreptomicina 10000
mg/mL), Cloridrato de Doxorrubicina (Libbis, Embu das Artes, Sdo Paulo, Brasil), Acido
tricloroacético (Neon, So Paulo, Brasil), Acido acético (Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil),
Alcool metilico (Neon, S&o Paulo, Brasil), TRIS-base (Inlab Confianca, Brasil), Isoflurano
1,5%, solucdo salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10 mM), Ringer Lactato, 5-fluorouracil (Sigma),
Kits Labtest para analises bioquimicas, Formaldeido (Dinamica), tubos coletores estéreis, tubos

com Heparina.

4.3 Obtencédo do extrato aquoso e do 6leo essencial do C. citratus

As folhas do C. citratus para preparo do extrato aquoso do C. citratus (EACC) foram
obtidas em sua forma organica comercial desidratada, doadas por empresa especializada em
chas e especiarias organicas no estado de Sergipe (LOTE 081913). O 6leo essencial do C.
citratus (OECC) foi obtido em empresa responsavel por seu preparo e pureza (composigéo: C.
citratus oil, 100% natural, LOTE BSA Fev/2022). O cronograma e orcamento da pesquisa sao

apresentados nos Apéndices A e B, respectivamente.

4.3.1 Preparo do EACC

Ap0s obtencdo de 1kg de amostra orgénica desidratada, as folhas do C. citratus foram
armazenadas em temperatura ambiente (TA), utilizando-se de recipientes de vidro com tampa
vedante para protecdo completa contra a entrada de luz, umidade, poeira e calor em seu interior,
condicBes essenciais para conservacdo das folhas por periodo variavel (COSTA, 2002;
JAHANBAN-ESFAHLAN et al., 2015).

O preparo do EACC foi realizado no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da
Universidade Federal de Sergipe (UFS), Campus Lagarto, respeitando a propor¢cdo de 1 — 3 g
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para 150 mL de agua, de acordo com o Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2011; BRASIL, 2021).

No preparo do EACC, realizou-se, inicialmente, a padronizacdo e homogeneizacao do
tamanho das particulas por meio da pulverizagdo das folhas por 1 minuto, com auxilio de um
liquidificador (KIRAITHE et al., 2015). As folhas trituradas e homogeneizadas foram pesadas

e acondicionadas em becker para preparo do EACC (Figura 8).

Figura 8. Folhas do C. citratus trituradas e homogeneizadas para preparo do EACC.

O EACC foi preparado utilizando-se 0 método de extracdo a quente por infusdo,
considerando-se a propor¢do de 3 g de folhas secas trituradas para 150 mL de agua destilada
(AD) (total de 12 g de folhas para 600 mL de AD em cada preparo), em temperatura aproximada
de 100°C.

As etapas para o preparo do EACC corresponderam a: 1 - Fervura da AD até 100°C; 2 —
Transferéncia da AD para o becker contendo as folhas do C. citratus e manutencdo do contetido
em repouso e resfriamento em 25°C, por periodo de 15 min; 3 — Filtracdo em papel filtro; e 4 —
Distribuicéo do filtrado em bandejas inox e armazenamento em freezer a -20°C por periodo

minimo de 72h, para total congelamento e posterior liofilizacdo (Figura 9).

Figura 9. Etapas do preparo do EACC por extracao a quente por infuséo.
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O repouso e resfriamento em TA no preparo do EACC foi realizado com a finalidade de
simular o preparo dos chas utilizados como terapia alternativa por pacientes oncologicos
(LORENZI; MATOS, 2002).

4.3.2 Liofilizacdo do EACC

Apos congelamento por periodo minimo de 72 horas, as amostras do EACC foram
colocadas em aparelho Liofilizador Modelo L101 da Liotop ®, disponivel no Laboratério de
Biologia Molecular e Microbiologia da UFS, Campus Lagarto, para realizacdo do processo de
liofilizac&o.

O aparelho Liofilizador L101 utilizado era constituido de 8 adaptadores para encaixe de
frascos de vidro - além de estante com quatro prateleiras para bandejas com até 18 cm - e uma
bomba de vacuo de duplo estagio com palhetas rotativas banhadas a 6leo e velocidade de 10,2
m3/h (170 Ipm ou 6 cfm), sendo formado por: uma unidade condensadora em ago inox;
capacidade de até 3 L de gelo dentro de 24h e capacidade total de 5 L; temperatura de até 55°C,
possuindo refrigeracdo por compressor hermético com protecdo térmica; e dupla ventilacéo,
com indicagdo digital de vacuo na escala de 15.000 a 1 pHg. A secagem das amostras por
liofilizacdo foi realizada ajustando-se a temperatura do condensador para -52°C, voltagem de
corrente alternada de 360 Vca, a uma pressao de vacuo de aproximadamente 115 pHg.

Apo0s obtencdo da massa final do extrato liofilizado, o rendimento total do extrato foi
calculado por meio da formula: Re = (Pext /Pfolhas) x 100 (Re = Rendimento total do extrato
(%); Pext = Peso do extrato seco (g); Pfolhas = Peso das folhas frescas ou secas (Q)
(RODRIGUES et al., 2011). No preparo do EACC, a utilizacéo de 72 g de folhas desidratadas
de C.citratus resultou em 14,1563 g de EACC liofilizado, apresentando rendimento total de
cerca de 19,6615% (Re= (14,1563/ 72) x 100) a cada extracao.

4.4 ldentificagdo de constituintes quimicos presentes no EACC e no OECC

4.4.1 Analise cromatografica do EACC

Anédlise cromatogréafica do EACC foi realizada no Laboratdrio de Ensaios Farmacéuticos

e Toxicidade (LEFT) da UFS, Campus S&o Cristovao, com a utilizacdo de Cromatografo
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Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, Kyoto, Japan), composto por duas bombas LC-
20D, desgaseificador (DGU-20 A3), auto injetor (SIL-20A HT), detector de arranjos de diodos
(SPD-M20A) e controlador de dados (CBM-20A).

A andlise cromatogréfica realizada consistiu na utilizagdo de padrdes internos para
identificacdo de constituintes quimicos presentes no EACC. Para tanto, foram utilizados
padrdes internos para deteccdo da presenca do acido caféico, acido galico e acido clorogénico
no EACC, constituintes amplamente descritos na literatura como presentes em preparacoes de
extratos do C. citratus (CHEEL et al., 2005; TAVARES et al., 2015; MEABED; ABOU-
SREEA; ROBY, 2018; MUALA; DESOBGO; JONG, 2021; SOUSA et al., 2021).

Para analise cromatografica, solucdo padrdo de 2000 pg/mL do EACC diluida em
metanol/agua (50:50, v/v) foi preparada, inicialmente, e submetida a banho de ultrassom
durante 15 minutos; posteriormente, realizou-se a filtragem da solu¢do padrdo em membrana
de politetrafluoretileno (PTFE) com poro de 0,45 pm.

Os solventes organicos utilizados na analise foram de alta eficiéncia (grau HPLC (High
performance liquid chromatography)) e, para o desenvolvimento do método analitico, utilizou-
se fase movel constituida de &gua/acido acético: metanol. A agua para fase movel foi purificada
através de um sistema Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, Brasil; Direct-Q® 3UV) e 0s solventes
metanol e acido acético de grau HPLC de 98% de pureza, obtidos da Sigma Aldrich e Fluka
Analytica (St Louis, MO, EUA).

Na analise cromatografica, a taxa de fluxo foi de 0,8 mL/min e o volume de injecéo da
amostra de 20 pL, durante 58 minutos de analise em TA. Para a aquisicdo dos cromatogramas,
0 comprimento de onda utilizado para a deteccao foi de 325 nm (detector de arranjo de diodos).

O método gradiente utilizado para cromatografia liquida do EACC é descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Método gradiente utilizado para cromatografia liquida do EACC.

Tempo (min) %B*
0-10 0
10-15 5
15-25 25
25-40 30
40-50 35
50 — 56 0

58 STOP

*% de metanol

Os padroes do acido galico, acido cafeico e acido clorogénico foram injetados no aparelho
nas mesmas condi¢Ges que o EACC. Ao final da corrida no CLAE, os graficos com as curvas

com os espectros de absorbancia, indice (tempo) de retencdo e dados ultravioletas visiveis
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(UVvis), foram comparados através de recursos do detector de arranjo de fotodiodos e 0s
cromatogramas foram processados utilizando o Software Lab Solutions - Shimadzu.

A linearidade, limite de deteccédo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram determinados
seguindo a RDC 166/2017 (BRASIL, 2017). A linearidade foi estabelecida avaliando o
coeficiente de correlagio (R?) de uma curva de calibracdo obtida com a substancia padrdo em
cinco concentracOes diferentes: 1, 5, 10, 25 e 50 pug/mL. Os LD e LQ foram determinados pela

relacdo sinal/ruido, utilizando a relagéo 3:1 e 10:1, respectivamente.

4.4.2 Andlise cromatografica do OECC

A analise cromatografica do OECC foi realizada por cromatografia gasosa no Laborat6rio
de Pesquisa em Quimica Organica de Sergipe (LABORGANICS) da UFS, Campus Séo
Cristovao, em equipamento de cromatografia em fase gasosa/espectrometro de massas (GC-
MS) da marca Shimadzu (Quioto, Japdo), modelo QP2010 Ultra, contendo um amostrador
automatico AOC-20i e detector por ionizagdo em chama (FID).

A separacdo dos constituintes do OECC foi realizada utilizando coluna capilar de silica
fundida Restek Rtx®-5MS revestida com 5%-difenil-95%-dimetilpolissiloxano (30 m x 0,25
mm d.i., 0,25mm de espessura do filme). Hélio (99,995%) foi utilizado como gas de arraste
numa vazdo de 1,2 mL.min? e as amostras (1,0 uL da solugdo em acetato de etila) foram
injetadas com razdo do split de 1:10. A temperatura do forno foi programada para 60°C
(permanecendo por 4 min) com taxa de aquecimento de 3°C min até 220°C, e entéo aquecida
até 280°C a 20°C min, ambas as temperaturas do injetor e interface foram de 280°C.

Os dados de espectrometria de massas (MS) e deteccdo por ionizagdo em chama (FID)
foram simultaneamente adquiridos empregando-se sistema de divisor de fluxo para os
detectores; a razdo de divisao de fluxo foi 5:1 (MS:FID). Um tubo restritor (coluna capilar) 0,4
m x 0,15 mm d.i. foi usado para conectar o divisor ao detector MS; um tubo restritor 0,5 m x
0,22 mm d.i. foi usado para conectar o divisor ao detector FID.

Os dados MS (cromatograma de ions totais, CIT) foram adquiridos no modo full scan
(m/z 40-550) com velocidade de varredura de 0,3 scan/s, utilizando ionizacao por elétrons (El)
a 70 eV. As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram 280°C e 200°C, respectivamente.
A temperatura do FID foi mantida a 300°C e os gases utilizados para o FID foram hidrogénio,
ar e hélio numa vazao de 30, 300 e 30 mL min‘%, respectivamente.
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A quantificacdo de cada constituinte foi estimada pela normalizacéo da area do pico (%)
do FID. O percentual dos compostos foi calculado através das areas dos picos e dispostos em
ordem de eluicdo do GC. Os indices de retencdo foram obtidos injetando-se uma mistura de
hidrocarbonetos lineares (C7-Cso) € a identificacdo dos compostos foi feita com base nos indices
de retencdo (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963) e na comparagdo computadorizada dos
espectros de massas adquiridos com aqueles armazenados no banco de dados de espectros de
massas do sistema GC/MS (NIST107 e NIST21; WILEY8), juntamente com espectros de
massas da literatura (ADAMS, 2007).

4.5 Ensaios de citotoxicidade

4.5.1 Avaliacdo da citoxicidade in vitro do EACC e do OECC em linhagens celulares tumorais

4.5.1.1 Obtencdo e manutencao das linhagens tumorais

A avaliacdo da citotoxicidade do EACC e do OECC foi realizada frente as linhagens
tumorais do carcinoma de pulméao (A549), melanoma (B16-F10) e glioma (C6) (Tabela 3),
obtidas do banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e armazenadas
para cultivo no Laboratério de Biologia e Imunologia do Céancer e Leishmania (LaBICel) da

UFS, Campus de Séo Cristdvao.

Tabela 3. Linhagens de células tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro.

Histotipo Linhagem Origem Aquisicao
Carcinoma de pulméo Ab49 Homo sapiens Universidade Federal do Rio de
Janeiro
Melanoma B16-F10 Mus musculus Universidade Federal do Rio de
Janeiro
Glioma C6 Rattus norvegicus Universidade Federal do Rio de
Janeiro

As linhagens tumorais foram mantidas em garrafas de cultivo em meio Dulbeccos’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado a 10% (10% de Soro Fetal de Bovino (SBF)
e 1% de antibidtico (penicilina 10000 U/mL; estreptomicina 10000 mg/mL) e incubadas em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,, com a finalidade de simular condigdes fisiologicas
do organismo.

Na manutencdo celular, apos obtencao de confluéncia de 80% na garrafa, as células eram
desprendidas da garrafa por meio de tratamento com solugéo Tripsina-EDTA (Tripsina 0,25%;
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EDTA 0,53 Mm) entre 5 e 15 min a 37°C; em seguida, a solucdo de Tripsina-EDTA era
inativada por adicdo de meio DMEM suplementado a 10% (1:3) e o meio contendo as células
era transferido para tubo Falcon de 15 mL, para centrifugacdo do contetido a 259 x g por 10
min & 4°C.

Apos centrifugacdo, o sobrenadante era retirado e o pellet de células formado era
ressuspenso em meio DMEM suplementado a 10%; em seguida, uma aliquota de 10 pL era
retirada da amostra e acrescida de 10 puL de Azul de Tripan para determinacdo da viabilidade
celular através da contagem de células viaveis em camara de Neubauer; apds determinacgdo das
células viaveis, a concentracdo de células era ajustada para subcultivo e/ou realizagdo de

experimentos.

4.5.1.2 Avaliacdo da citotoxicidade em linhagens de células tumorais e determinagdo da Clso

A determinacdo do potencial citotéxico do EACC e do OECC frente as linhagens da
A549, B16-F10, e C6 foi realizada utilizando o método da Sulforodamina B (SRB), um corante
anionico que possibilita a avaliagdo da viabilidade celular através da medi¢do do teor de
proteinas ligadas a este eletrostaticamente (FERNANDES, 2014).

4.5.1.2.1 Determinacdo do grau de inibicdo celular do EACC e do OECC na concentragdo de
100 pg/mL

O potencial citotoxico do EACC e do OECC foi avaliado, inicialmente, utilizando-se
concentracdo Unica de 100 pg/mL para avaliacdo do grau de inibicdo tumoral (Gl) frente as
linhagens tumorais da A549, B16-F10 e C6. A triagem inicial em concentracdo unica realizada
teve por objetivo a identificacdo dos compostos com a capacidade de inibir o crescimento
tumoral em pelo menos 75% em cada linhagem tumoral (MAHMOUD et al., 2011).

Para tanto, as linhagens celulares da A549, B16-F10 e C6 foram semeadas em placas de
96 pocos (1 x 10* células/pogco — A549 e C6; 3 x 10° células/pogo — B16-F10) contendo meio
DMEM suplementado a 10% e incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por
24 h, para promocdo da aderéncia celular. Apds 24 h, as células foram tratadas com a
concentracdo de 100 pg/mL do EACC ou OECC e incubadas, posteriormente, pelo periodo de
72 h.

Apbs 72 h de incubacéo das amostras, 0 meio contendo os tratamentos, controle negativo

e controle positivo foram descartados e as células fixadas com acido tricloroacético (30%) por
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uma hora a 4°C; posteriormente, realizou-se a lavagem da placa por 4 vezes com agua destilada
e secagem em TA por 24 h. Apés esse periodo, 100 pL da solugdo de SRB 0,057% (p/v)
dissolvida em é&cido acético (1%) foi adicionada aos po¢os e mantida por 30 min em TA,
realizando-se, posteriormente, a lavagem da placa por 4 vezes com acido acético (1%) para
remocao do excesso de corante; posteriormente, a placa foi mantida por 24 h para secagem em
TA.

Ap0s 24 h de secagem, 200 pL de solucéo de leitura TRIS base (10 mM; pH 10,5) foi
acrescentada aos pocos para diluicdo do SRB por 30 min e posterior leitura da absorbancia em
leitor de microplaca (Synergy H1, Biotek, VT, EUA) por espectofotometria, em comprimento
de onda de 510 nm. Apds a leitura, os valores de absorbancia obtidos foram convertidos em

porcentagem de Gl, com a utilizacdo da formula (FRANCA, 2021):

%Gl = {100 . [( Abs.(tratamentos) ) X 100)]}

Abs.(controle negativo)

Os controles negativo e positivo utilizados corresponderam ao dimetilsufoxido (DMSO)
na concentracdo de 100 pug/mL, equivalente a concentracdo utilizada dos compostos testes e 0
cloridrato de doxorrubicina na concentragdo de 0,3 pug/mL, respectivamente.

O DMSO foi utilizado como controle negativo por tratar-se de tensor ativo utilizado na
diluicdo dos compostos testes, tornando necessaria a avaliagdo da presenca de atividade
citotoxica em seu uso frente as linhagens tumorais avaliadas. A concentracdo do cloridrato de
coxorrubicina (doxorrubicina, pureza > 98%; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) foi
determinada de acordo com a literatura (ANDRADE et al., 2015).

A doxorrubicina representa um importante antineoplasico utilizado em tratamentos
quimioterapicos em diferentes canceres (TOMANKOVA et al., 2015) e seu uso como controle
positivo tem sido amplamente difundido em experimentos in vitro para avaliacdo da
citotoxicidade de produtos naturais frente a linhagens tumorais (SILVA et al., 2016; AMARAL
et al., 2018; COSTA et al., 2020).

Os experimentos foram realizados em triplicata e avaliados em média e desvio - padrao.
Ap0s a determinacéo do Gl os compostos foram classificados como atividade citotoxica fraca
(Gl < 50%), atividade citotdxica intermediéaria (Gl entre 51% e 75%) e atividade citotoxica alta
(Gl > 75%), frente a capacidade de cada composto em inibir a proliferacdo celular nas linhagens
da A549, B16-F10 e C6 (ANDRADE et al., 2015).
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45.1.2.2 Determinacdo da Clsodo EACC e OECC

A determinacéo da concentragdo inibitoria média capaz de provocar 50% (Clso) do efeito
méaximo e inibir 50% da viabilidade celular das linhagens tumorais foi realizada frente aos
compostos que apresentaram Gl > 75% para os tratamentos do EACC e OECC na concentragéo
de 100 pg/mL.

Desse modo, para determinacdo da Clso, as linhagens tumorais da A549, B16-F10 e C6
foram tratadas com diferentes concentracfes do EACC e OECC. As concentracgdes utilizadas
foram 100 pg/mL, 50 pug/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,12 pg/mL e 1,56 pg/mL.

4.5.2 Avaliacdo da presenca de atividade hemolitica no EACC e no OECC

45.2.1 Atividade hemolitica do EACC e do OECC em eritrécitos

A determinacdo da presenca de atividade hemolitica do EACC e OECC foi realizada
através de ensaio de hemolise em eritrécitos de camundongos Swiss (Mus musculus).

As concentracOes utilizadas para determinacdo da presenca de atividade hemolitica do
EACC e do OECC em eritrocitos foram determinadas seguindo protocolo anteriormente
realizado e respeitando os limiares de concentragdes descritas na literatura (DA SILVA et al.,
2019; AMARAL et al., 2020).

4.5.2.2 Procedimento experimental

Amostras sanguineas de 2 camundongos Swiss foram utilizadas para avaliacdo do
potencial hemolitico do EACC e OECC em eritrécitos; os experimentos foram realizados em
duplicata, com a utilizacdo de amostra sanguinea de 1 animal para cada experimento
independente.

Inicialmente, para coleta sanguinea em regido orbicular do olho, os animais foram
submetidos a anestesia transitoria por inalacdo de isoflurano (1,5%), com a utilizacdo de
vaporizador calibrado acoplado a cilindro de gas oxigénio em ambiente com exaustao (capela).
Apobs anestesia, amostras sanguineas foram coletadas com auxilio de um capilar de vidro

heparinizado e as amostras armazenadas em tubos estéreis heparinizados.
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Posteriormente, para obtencdo de solugdo de eritrécitos, 2 mL do sangue total coletado
foi diluido em 10 mL de solucéo salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10 mM) e centrifugado a 1500
rpm por 5 minutos. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e o pellet de células
ressuspenso em solugdo salina; o processo de lavagem foi repetido por mais 2 vezes. Ap6s
lavagem inicial, os eritrocitos foram ressuspensos em solucdo salina para obtencéo de solugédo
de eritrocitos a 2% a ser utilizada no ensaio de hemolise.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos, com a utilizacdo de quatro
concentragfes do EACC e OECC - 1000 ug/mL (primeira fileira), 500 pg/mL (segunda fileira),
250 pg/mL (terceira fileira) e 125 pg/mL (quarta fileira). Solucdo salina foi utilizada como
controle negativo e Triton X-100 a 1% como controle positivo; adicionalmente, potencial
hemolitico do DMSO também foi avaliado (Gltima fileira).

Inicialmente, 100 uL das diferentes concentra¢ées do EACC ou OECC, controles positivo
e negativo e DMSO foram colocados na placa e, em seguida, 100 puL da suspengao de eritrocitos
a 2% foram plagueadas em todos os pogos. As placas foram incubadas sob agitacdo constante
em TA (25 * 2°C) por periodo de 60 minutos e posteriormente centrifugadas a 1500 rpm por

10 minutos. O experimento € representado na Figura 10.
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Figura 10. Ensaio de hemdlise para avaliacdo da presenca de atividade hemolitica no EACC e
no OECC.

Ap0s centrifugacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente removido e transferido para outra
placa para a leitura da absorbancia em espectofotometro a 540 nm (KANG et al., 2009; PITA
etal., 2012). Os valores obtidos foram convertidos para percentual de hemdlise com a utilizacéo
da férmula (NI; MAHDAVI; GHEZI, 2019):

% Hemolise = [(T — CN)/(CP-CN)] x 100
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Sendo:
T: absorbancia do EACC ou OECC.
CN: absorbancia do controle negativo.

CP: absorbancia do controle positivo.

A atividade hemolitica do EACC e OECC foi classificada em néo toxica (% hemolise <
10%), levemente toxica (% hemolise — 10 a 49%), toxica (% hemdlise — 50 a 89%) e altamente
toxica (% hemdlise — 90 a 100%) (ORSINE et al., 2012; DA SILVA et al., 2019).

4.6 Associacdo in vivo do EACC e do OECC com o antineoplésico 5-FU

4.6.1 Animais

No ensaio in vivo foram utilizados camundongos Swiss, com massa corpérea de 30 + 5
g, machos, adultos, jovens, saudaveis, e que ndo tinham sido anteriormente submetidos a
processos experimentais. Os animais foram divididos em pequenos grupos de 10 camundongos
e alojados dentro de caixas de polipropileno (48.7 cm de comprimento, 33.1 cm largura e 21.4
cm altura) cobertas com forro de maravalha e protecdo de grades metélicas apropriadas; a
temperatura do local correspondente era de 21 + 2°C e a umidade relativa de 30 a 70%. A
iluminacdo era realizada por meio de ciclos de claro-escuro, com alternancia de 12 h de luz e
12 h de obscuridade (FERREIRA et al., 2016) e os animais tinham livre acesso a alimentacédo
e agua.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEPA), pareceres n° 17/2019 (ANEXO A) e n°® 2726280621 (ANEXO B). Os animais foram
tratados conforme os principios éticos do CEPA, Brasil, respeitando as orienta¢Ges do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (Resolucdo Normativa N° 12, 20/09/2013) e

0 numero minimo de animais necessarios para alcancar os objetivos cientificos.

4.6.2 Tumor experimental sarcoma 180

A associacao do EACC ou OECC e o antineoplasico 5-FU in vivo foi realizada em modelo
animal de tumor experimental sarcoma 180 (S180); as células do S180 utilizadas no presente
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estudo foram obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), pertencentes a espécie
Mus musculus e derivadas do sitio metastatico (ascite).

As células do S180 foram mantidas em modelo animal na forma de tumor ascitico; a
manutencao era realizada em camundongos Swiss provenientes do Biotério setorial da UFS e
alojados no Laboratorio de Farmacologia do Processo Inflamatério (LAFAPI) da UFS.

Para manutencdo da viabilidade celular do S180, manutencéo das células tumorais era
realizada a cada 15 dias. Para realizacdo da manutencdo, o animal que continha as celulas
tumorais era, inicialmente, anestesiado por inalagdo de isoflurano a 1,5%; e, apds anestesia, as
etapas do protocolo de manutengdo consistiam em: 1. Eutanasia do animal que continha as
células do S180 em tumor ascitico, por meio de deslocamento cervical; 2. Antissepsia alcodlica
do abdémen; 3. Extracdo de 0,5 mL de liquido ascitico da cavidade abdominal por meio de
puncado ascitica; e 4. Mistura do liquido ascitico coletado a 5,0 mL de Ringer Lactato, para
formacdo de uma suspenséo de células a ser avaliada quanto a viabilidade celular.

A avaliacdo da viabilidade celular era realizada através do método de ensaio por exclusdo
com Azul de Tripan, que permitia distinguir as células tumorais vidveis das ndo viaveis. A
identificacdo de celulas viaveis torna-se possivel porque com a utilizagdo do Azul de Tripan,
as células ndo viaveis ficam com coloracdo azulada, enquanto as vidveis ficam
brancas/translucidas, permitindo sua contagem em camara de Neubauer em microscopio éptico.
Apbs avaliacio da viabilidade celular, realizava-se a inoculagio de 2 x 10° células/0,5 mL na
regido intraperitoneal de animais saudaveis (BEZERRA et al., 2006; BEZERRA et al., 2008b;
CHEN et al., 2010; ZHENG et al., 2010; AMARAL et al., 2020).

4.6.3 Grupos experimentais

A avaliacdo da associacao entre 0 EACC ou OECC e o antineoplasico 5-FU foi realizada
em experimentos independentes. Em cada experimento, os animais foram divididos em 7
grupos (n = 10 animais por grupo), sendo os grupos identificados no exterior das caixas e
mantidos em condicBes adequadas durante o protocolo experimental. Os grupos experimentais
e vias de administracdo dos compostos estdo descritas nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Grupos experimentais para avaliacdo da associacdo do EACC e o antineoplésico 5-
FU e vias de administrag&o.

Grupos Inoculagdo de células Administracado terapéutica Via
tumorais do S180
Controle negativo sem - Veiculo* VvO!
tumor
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(Salina S)
Controle negativo com 2 x 108 Veiculo VO
tumor células/0,5mL/camundongos)
(Salina S180)
Controle positivo 2 x 108 5-FU IP?
(5-FU) células/0,5mL/camundongos) (25 mg/kg/dia)
EACC3 50 2 x 108 EACC VO
células/0,5mL/camundongos) (50 mg/kg/dia)
EACC 50 + 5-FU 2 x 108 EACC (50 mg/kg/dia) + VO +
celulas/0,5mL/camundongos) 5-FU (25 mg/kg/dia) IP
EACC 100 2 x10° EACC VO
células/0,5mL/camundongos) (100 mg/kg/dia)
EACC 100 + 5-FU 2 x10° EACC (100 mg/kg/dia) + VO +
células/0,5mL/camundongos) 5-FU (25 mg/kg/dia) IP

* DMSO + Agua ultrapura (AU).

! Via oral (gavagem).
2 Via intraperitoneal.

3 Extrato aquoso do Cymbopogon citratus.

Tabela 5. Grupos experimentais para avaliacdo da associacdo do OECC e o antineoplasico 5-
FU e vias de administragao.

Grupos Inoculacgdo de células tumorais do Administracdo Via
S180 terapéutica
Controle negativo sem - Veiculo* VOl
tumor
(Salina S)
Controle negativo com 2 x 106 Veiculo VO
tumor células/0,5mL/camundongos)
(Salina S180)
Controle positivo 2 x 108 5-FU IP2
(5-FU) células/0,5mL/camundongos) (25 mg/kg/dia)
OECC:3 25 2 x 10° OECC VO
células/0,5mL/camundongos) (25 mg/kg/dia)
OECC 25 + 5-FU 2 x10° OECC VO + IP
células/0,5mL/camundongos) (25 mg/kg/dia) +
5-FU (25 mg/kg/dia)
OECC 50 2 x10° OECC VO
células/0,5mL/camundongos) (50 mg/kg/dia)
OECC 50 + 5-FU 2 x 108 OECC VO +IP
células/0,5mL/camundongos) (50 mg/kg/dia) +

5-FU (25 mg/kg/dia)

*DMSO + Agua ultrapura (AU).

1 Via oral (gavagem).
2 Via intraperitoneal.

3 Oleo essencial do Cymbopogon citratus.
Obs. As doses utilizadas para os tratamentos com citral, identificado como constituinte majoritario do OECC,
corresponderam as mesmas doses utilizadas para o OECC.

Na administracdo terapéutica, célculo apropriado para a determinagdo da dose a ser

administrada em cada animal foi realizado, considerando-se a dose por quilograma (kg)

relacionada a média de massa corpérea do animal e a quantidade de aplicagdes que seria

realizada ao longo do experimento. Os animais foram pesados diariamente e 0s ajustes

necessarios as doses a serem administradas foram realizados.
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O antineopléasico 5-FU foi utilizado como controle positivo na dose de 25 mg/kg/dia por
via intraperitoneal (IP), seguindo protocolo pratico do tumor S180 descrito na literatura
(AMARAL et al., 2016; FERREIRA et al., 2016; AMARAL et al., 2020); por sua vez, o DMSO
+ Agua ultrapura (AU) foram utilizados como controle negativo frente a sua utilizagio para
preparo e diluicio do EACC e OECC. As doses utilizadas encontram-se de acordo com a
literatura (BIDINOTTO et al., 2012; LULEKAL et al., 2019; UMUKORO et al., 2019).

A inclusdo de grupo controle negativo com animais saudaveis (Salina S) justifica-se pela
necessidade de avaliar parametros toxicolégicos da associacdo; a utilizacdo de duas doses
diferentes de cada composto para realizacdo dos experimentos justifica-se pela necessidade de
identificar e comparar variacBes nos resultados encontrados frente a utilizacdo de doses

diferentes dos compostos.

4.6.4 Avaliacao da associacdo do EACC e OECC com o antineoplasico 5-FU no S180

Com o objetivo de avaliar a associacdo entre 0 EACC ou OECC e o antineoplésico 5-FU,
células tumorais do S180 foram inoculadas em camundongos Swiss saudaveis para
experimentacao in vivo e posterior analise por comparacao entre 0s grupos quanto a reducéo do

crescimento tumoral e a aspectos toxicol6gicos.

4.6.4.1 Protocolo experimental

A avaliacdo da associacdo do EACC ou OECC e o antineoplésico 5-FU foi realizada
seguindo protocolo de 9 dias descrito em estudos anteriormente realizados. A descricdo do
protocolo experimental é apresentada na Figura 11.

O protocolo consistiu em: 1° dia: inoculagdo do tumor S180 (2 x 10° células/0,5
ml/camundongo) na regido subcutanea axilar esquerda; 2° ao 7° dia: inicio do tratamento apds
24h da inoculagéo do tumor e manutencdo do tratamento por 7 dias consecutivos; 9° dia: coleta
sanguinea e excisdo de 6rgdos e tumores para realizacdo de andlises posteriores, ap6s 24h da
Gltima administracdo dos tratamentos (AMARAL et al., 2015; AMARAL et al., 2016).
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Inicio do experimento Fim do experimento
1° Dia 2° ao 8° Dia 9° Dia
Inoculagdo do tumor S180 na 2N Coleta para analises
regido  subcutdnea  axilar
esquerda 7 Dias de tratamento Amostra sanguinea
Excisdo de tumores

Vias de administragéo Excisdo de drgaos (figado, rins e bago)

EACC/OECC/Veiculo — Via oral
5 - FU - Via intraperitoneal

Figura 11. Descricdo do protocolo experimental para avaliacdo da associacdo do EACC e
OECC com o antineoplasico 5-FU no S180.

No primeiro dia experimental, as células do S180 utilizadas na experimentacdo in vivo
foram obtidas dos animais da manutencdo do S180 em modelo animal. Para tanto, animais que
possuiam células tumorais do S180 em forma ascitica foram, inicialmente, anestesiados por
inalacdo de isoflurano a 1,5% e eutanasiados por meio de descolamento cervical. Em seguida,
apos antissepsia do abdome, foi realizada a retirada de 5mL de liquido ascitico contendo as
células tumorais, com posterior acréscimo de 20mL de ringer lactato, totalizando 25mL.

Para determinacg&o da viabilidade celular do S180, uma aliquota de 50 pL da mistura foi
retirada e acrescida de 50 uL de Azul de tripan, com posterior contagem de células viaveis
(incolores) e diferenciacdo das células ndo viaveis (azuis) em camara de Neubauer, com auxilio
de microscopio optico. Apds identificacdo das células viaveis, 2 x 10° células/0,5 mL foram
transplantadas na regido subcutanea axilar esquerda de camundongos saudaveis (BEZERRA et
al., 2006; BEZERRA et al., 2008a; AMARAL et al., 2015; AMARAL et al., 2016).

Do 2° ao 8° dia experimental, a administragdo do EACC ou OECC nos animais foi
realizada por meio de gavagem; veiculo também foi administrado por gavagem entre os animais
do grupo salina (FERREIRA et al., 2016). A administracédo por via oral (gavagem) foi realizada
com auxilio de uma canula de gavagem para camundongos, sendo realizada uma vez ao dia,
durante 7 dias consecutivos; por sua vez, a administracdo do 5-FU foi realizada por via
intraperitoneal (AMARAL et al., 2016).

Durante a realiza¢do dos tratamentos experimentais, a dor e o sofrimento dos animais

foram minimizados e 0s animais que apresentaram sinais intensos e persistentes de dor e
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sofrimento foram sacrificados por intervengdo humana, de acordo com os principios do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Para tanto, a avaliagcdo do bem-estar dos animais foi realizada diariamente, utilizando uma
ficha para acompanhamento individual didrio de sinais e sintomas durante o periodo de
execucdo do experimento (ANEXO C), para observacdo de alteracbes comportamentais
indicativas de sofrimento animal (movimentacdo, agitacdo, vocalizacdo, agressividade,
feridas/ulceraces, sinais evidentes de toxicidade, alimentacdo, ingesta hidrica e escores de
dor). Por ser a dor considerada um fator estressor, antes de qualquer procedimento invasivo que
pudesse causar dor, ou antes da eutanasia por deslocamento cervical, os animais foram
submetidos a anestesia inalatoria por isoflurano 1,5%.

No 9° dia experimental, apds transcorrer periodo de 24h apds a ultima administracao dos
tratamentos, os animais foram anestesiados por via inalatéria com isoflurano (1,5%), com
auxilio de um vaporizador associado a cilindro de oxigénio em ambiente com exaustdo (capela)
(AMARAL et al., 2016), e realizou-se, inicialmente, a coleta de 1,0 mL de amostra sanguinea
pelo plexo retrorbital (WAYNFORTH, 1980) que foi armazenada em tubos/filamentos estéreis
heparinizados para avaliacdo dos parametros hematologicos (0,5 mL) e em tubos néo
heparinizados (0,5 mL) para anélise bioquimica.

Apds coleta sanguinea, os animais foram eutanasiados por meio de deslocamento cervical
e, ap6s confirmacdo da morte do animal - através da observacdo da auséncia da frequéncia
cardiaca e respiratdria, desaparecimento dos movimentos e do ténus muscular e perda da acéo
reflexa a estimulos tateis, térmicos e dolorosos dos camundongos -, realizou-se a excisdo e
pesagem dos tumores e 0rgaos a serem avaliados.

Figado, rins, baco e tumores foram excisados, realizando-se analise macroscopica —
avaliacdo morfoldgica quanto ao tamanho, cores, presenca de areas de necrose, supuracao e/ou
fibrose, bem como consisténcia do tecido e ocorréncia de hemorragias (FERREIRA et al.,
2016).

A mensuracdo das massas dos tumores foi realizada para comparacdo do percentual de
Inibicdo do crescimento Tumoral (IT) entre os grupos. O IT foi calculado através da férmula
(AMARAL et al., 2016; FERREIRA et al., 2016):

IT (%) = [(A-B)/A] x 100

Sendo:

A — Media dos pesos do tumor no grupo controle;
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B — Média dos pesos do tumor nos animais tratados.

Ao final do experimento, os animais foram armazenados em freezer no biotério setorial
do Departamento de Fisiologia da UFS, para posterior coleta pelo servigo de lixo seletivo da

universidade.

4.6.4.2 Avaliacdo de parametros toxicoldgicos

A avaliacédo da toxicidade da associa¢do entre 0 EACC ou OECC com antineoplésico 5-
FU foi realizada entre os grupos. Os parametros avaliados corresponderam a massa corporea,
ingesta de agua e consumo de racdo, massa dos Orgaos, parametros hematoldgicos e

bioguimicos e analise morfoldgica dos 6rgaos.

4.6.4.2.1 Determinacdo da massa corporea

Os animais de cada grupo foram submetidos a pesagem corporal a partir do dia O de
experimentacdo, realizando-se diariamente a verificacdo da massa corpGrea com auxilio de
balanca analitica, permitindo ao final a avaliacdo da variagdo da massa corpérea durante e ao

final do protocolo experimental.

4.6.4.2.2 Determinacdo da ingesta de agua e consumo de racao

O acompanhamento da ingesta de 4gua e consumo de racdo por grupo foi realizado
diariamente durante todo o experimento, de forma a permitir a verificacdo do consumo médio
de racdo e ingesta de agua por grupo durante o protocolo experimental e de variagcfes indicativas

de alteracOes na ingesta alimentar e hidrica frente os tratamentos realizados.

4.6.4.2.3 Determinacdo da massa dos 0rgaos

Figado, rins e baco foram excisados dos animais para avaliagdo macroscopica. Apés
excisdo, realizou-se a analise macroscopica dos 6rgdos quanto a mudancas de coloragéo,
presenca de hemorragia, necrose, entre outras alteracoes, e a determinacgdo da massa de cada

orgdo. A massa dos 6rgdos foi determinada através de pesagem em balanca analitica e posterior
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padronizacdo para 100 g de massa corpérea, utilizando-se a formula (AMARAL, 2018;
SANTOS, 2018):

Massa dos 6rgéos g/100g = MMO (g) x 100 (g) / MMCA (g)
Sendo:
MMO = Média da massa dos 6rgaos

MMCA = Média da massa corporea dos animais

4.6.4.2.4 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos

Parametros hematoldgicos avaliados incluiram paradmetros eritrocitarios (hemacias,
hemoglobina e hematdcrito) e leucocitarios (leucocito total e diferencial). Anélises
hematoldgicas eritrocitarias e leucocitarias foram realizadas em analisador automatizado
(Icounter 3D). Analise leucocitaria diferencial foi realizada através do preparo de extensdes
sanguineas com aproximadamente 20 uL de amostra sanguinea em lamina, que foram
posteriormente coradas pelo método de Leishmann (BAIN et al., 2011) e analisadas ao
microscopio optico para a contagem diferencial de leucdcitos circulantes.

4.6.4.2.5 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Parametros bioquimicos avaliados corresponderam a aqueles que poderiam refletir
alteracBes na funcdo hepatica e renal dos animais em grupos experimentais. Analises para
avaliacdo hepatica incluiram a determinacdo da alanina aminotransferase (ALT), anteriormente
denominada por transaminase glutdmica-piravica (TGP), o aspartato aminotransferase (AST),
anteriormente denominado por transaminase glutdmica-oxalacética (TGO), e a fosfatase
alcalina (FA). Por sua vez, analises para avaliacdo renal incluiram a determinacdo da ureia,
creatinina e &cido Urico.

Para avaliacdo bioquimica, as amostras coletadas em tubo sem anticoagulante foram
submetidas a centrifugacdo por 15 minutos, com 3000 rpm, para obtencdo do soro utilizado
para as dosagens bioquimicas em analisador semiautomatizado (Prietest Touch) com kits da
Labtest.

Analises hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas em parceria ao Laboratério de
Hematologia e Toxicologia (HEMATOX) da UFS.
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4.6.4.2.6 Avaliacdo morfoldgica dos 6rgédos

Figado, rins e baco foram avaliados macroscopicamente quanto a morfologia e presenca
de alteragdes (tamanho, cores, presenca de areas de necrose, supuracgao e/ou fibrose, bem como

consisténcia do tecido e ocorréncia de hemorragias).

4.7 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando a média e desvio padrdo ou erro padrdo da
média. A Clso foi determinada por regresséo ndo-linear. A normalidade dos dados foi avaliada
utilizando o teste de Shapiro Wilk. Nao foi encontrado impedimento para a aplicacdo de testes
paramétricos. Os dados foram comparados por andlise de variancia de uma ou duas vias
(ANOVA) com pos-teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa Prisma versdao 8.0.2
(GraphPad Software).
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5 RESULTADOS

5.1 Constituintes quimicos presentes no EACC e no OECC

O cromatograma obtido na analise cromatografica do EACC liofilizado é apresentado na

Figura 12.
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Figura 12. Analise cromatografica do EACC obtida em Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia. Representacdo da formula estrutural do acido clorogénico (pico 1) e do &cido caféico
(pico 2).

Os constituintes identificados na analise cromatografica corresponderam ao &cido
clorogénico (pico 1) e ao &cido caféico (pico 2), com tempo de retencdo de 31 e 33 min,
respectivamente; as férmulas estruturais do acido clorogénico e do &cido caféico também sao
representadas na Figura 11.

O acido clorogénico apresentou maior resposta na andlise cromatografica realizada.
Desse modo, a curva de calibracdo para quantificacdo do acido clorogénico nas condigdes
propostas obteve a equacdo da reta de y = 89672x — 111411 e R? de 0,9907, comprovando a
linearidade do método. Os valores dos LD e LQ foram 0,81 e 2,44 pug/mL, respectivamente,
demonstrando a sensibilidade do método.

O preparo de solu¢ées (MeOH:H,0) do EACC em concentracdo de 2,4 mg/mL, para
quantificacdo do &cido clorogénico, obteve o valor de 2,5 mg de &cido clorogénico por grama
do EACC.
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Os principais constituintes encontrados na analise cromatografica do OECC sdo
apresentados na Tabela 6. O cromatograma obtido e a representagdo dos constituintes

majoritarios sao apresentados na Figura 13.

Tabela 6. Identificacdo de constituintes quimicos presentes no OECC.

Compostos tr (min) IRR exp.* IRR lit.** GC-FID (% area do pico)

OECC
1 a-fencheno 9.105 945 945 0,60
2 6-metilhept-5-en-2-ona 10.655 985 981 1,84
3 Dihidro-1,8-cineol 11.005 989 988 0,18
4 limoneno 12.495 1027 1024 0,16
5 7-metiloctan-4-ona 14.535 1070 - 0,59
6 linalol 15.875 1099 1095 0,25
7 citronelal 18.450 1152 1148 0,84
8 (2)-isocitral 19.025 1163 1160 0,87
9 (E)-isocitral 19.925 1182 1177 1,61
10 citronelol 22.495 1235 1223 0,48
11 neral 23.070 1247 1235 37,22
12 geraniol 23.595 1261 1249 0,74
13 geranial 24.235 1271 1264 46,75
14 undecan-2-ona 25.315 1294 1293 0,31
15 acetato de geranila 29.445 1384 1379 1,91
16 b-elemeno 29.840 1392 1389 0,15
17 (E)-cariofileno 31.140 1422 1417 2,44
18 a-humuleno 32.600 1455 1452 0,27
19 g-cadineno 35.215 1516 1513 1,14
20 6xido de cariofileno 38.135 1587 1582 0,82
Total 99,83

* I'rldice de retencdo experimental calculado de acordo com van den Dool & Kratz (1963);
** Indice de retencdo da literatura (Adams, 2007);

Figura 13. Analise cromatografica do OECC obtida em cromatégrafo gasoso acoplado ao
espectrometro de massas. Representacdo dos picos dos constituintes majoritarios do OECC:
neral (pico 1) e geranial (pico 2).

Os principais constituintes encontrados no OECC corresponderam ao geranial (46,75%)

e ao neral (37,22%); o espectro de massas do neral e geranial sdo apresentados nas Figuras 14
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e 15, respectivamente. O geranial (trans — isdmero) e o neral (cis-isdmero) sdo isdémeros que
formam o constituinte isolado citral (DI MOLA et al., 2017). A féormula molecular do geranial

e neral corresponde a C10H160 e suas estruturas quimicas sdo apresentadas na Figura 16.
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Figura 14. Espectro de massas do neral. A massa molecular do neral € representada pela seta
(152 MM).
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Figura 15. Espectro de massas do geranial. A massa molecular do geranial € representada pela
seta (152 MM).
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Fonte: Adaptado de FURLAN, M.R. et al. Variacao dos teores de constituintes volateis de Cymbopogon citratus
(DC) Staf, Poaceae, coletados em diferentes regifes do Estado de Sdo Paulo. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v. 20, n. 5, p. 686-691, 2010.

Figura 16. Estrutura quimica do neral e geranial.

Na analise também foram identificados tracos dos compostos: tricicleno, a-pineno, b-
pineno, n-octanal, (Z)-b-ocimeno, (E)-b-ocimeno, nonan-2-ona, rosefurano epoxido, n-decanal,
acetato de citronelila, eugenol, &cido nérico, dodecanal, germacreno D, g-cadineno, elemol e

humuleno epdxido I1.
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Desse modo, a analise cromatogréafica identificou que o citral representa o constituinte
majoritario do OECC avaliado; nesse sentido, o constituinte isolado citral foi obtido em parceria
ao Laboratdrio de Neurociéncia e Ensaios Farmacologicos (LANEF) da UFS, Campus Sé&o

Cristovao — Lote S47170-258, Sigma-Aldrich e incluido em analises comparativas posteriores.

5.2 Atividade citotéxica do EACC e do OECC in vitro

O %Gl para 0 EACC, OECC e para o constituinte isolado citral em concentracdo Unica
de 100 pg/mL frente a linhagens tumorais da A549, B16-F10 e C6 s&o apresentados na Tabela
7.

Tabela 7. Grau de inibicdo celular do EACC, OECC e do constituinte isolado citral frente as
linhagens de células tumorais da A549, B16-F10 e C6.

A549 B16-F10 C6
%Gl %Gl %Gl
EACC 30,02 + 7,10 45,50 + 9,14 24,73 + 13,83
OECC 83,81 £ 2,70 90,53 + 1,05 86,87 + 2,77
Citral 81,91 + 3,39 90,73 +£1,23 86,55 + 4,38
Doxorrubicina 81,66 + 0,95 88,66 + 2,90 76,22 £ 4,77

Os valores de % Gl sdo apresentados como a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Atividade citotoxica fraca foi identificada nos tratamentos das linhagens tumorais da
A549, B16-F10 e C6 com o EACC (GI<50%). Por sua vez, atividade citotdxica alta foi
identificada nos tratamentos das linhagens tumorais da A549, B16-F10 e C6 com o0 OECC ou
citral (G1>75%). Desse modo, por apresentarem Gl > 75% e atividade citotoxica alta, realizou-
se a determinacdo da Clsp do OECC e do constituinte isolado citral para as trés linhagens
tumorais, sendo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Concentracéo inibitéria média capaz de produzir 50% do efeito méaximo (Clso) do
OECC e do constituinte isolado citral frente as linhagens tumorais da A549, B16-F10 e C6.

A549 B16-F10 C6
Clso (ng/mL) Clso (ng/mL) Clso (ng/mL)
OECC 12,87 6,77 32,13
(11,07 - 15,07) (5,09 - 8,93) (24,10 - 42,25)
Citral 18,32 6,2 28,55
(14,37 - 23,68) (4,8-7,8) (20,90 - 37,71)

Os dados sdo apresentados como valores de Clsp em pg/mL e intervalo de confianga de 95% obtido por regressdo
ndo linear. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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A determinacdo da Clsp auxilia na identificagdo de compostos promissores para a
terapéutica oncoldgica, por sua atividade citotdxica frente a linhagens tumorais. Para tanto,
Oleos e constituintes isolados sdo considerados promissores quando apresentam Clsg < 30
ug/mL e Clso< 4 ug/mL, respectivamente (RODRIGUES et al., 2015; DA SILVA et al., 2016).

Nesse sentido, dados da Clsodo OECC e do citral frente as linhagens da A549, B16-F10
e C6 salientam que o OECC apresenta atividade citotoxica promissora frente as linhagens
tumorais da B16-F10 e da A549 (Clso < 30 pg/mL).

5.3 Atividade hemolitica do EACC e do OECC frente a eritrocitos

Na avaliacdo da atividade hemolitica do EACC, OECC e do citral, 100% de hemdlise foi
encontrada para o Triton X 1%, utilizado como controle positivo, caracterizando toxicidade alta
para membrana eritrocitaria no estudo.

O EACC apresentou toxicidade leve a membrana eritrocitaria na concentracdo de 1000
ug/mL (18,27 + 0,72; %H 10 a 49%), ndo sendo identificada atividade hemolitica nas
concentragdes de 500 pg/mL, 250 pg/mL e 125 pg/mL, sugerindo a auséncia de toxicidade em
eritrocitos em concentragdes <=500 pg/mL. Dados sobre a atividade hemolitica do OECC e do

constituinte isolado citral sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Atividade hemolitica do OECC e do constituinte isolado citral em eritrécitos.

Concentrages OECC Citral p valor
(pg/mL)
1000 73,31 + 3,84 59,40 + 3,08* 0,0030
500 63,87 £2,21 52,53 + 0,84* 0,0226
250 31,34 +2,10 18,00 + 1,54* 0,0047
125 2,85 +1,04 2,52 +£116 -

Os dados foram apresentados como média + o erro padrdo da média do %Hemolise. Os experimentos foram
realizados em duplicata. Triton X 1% foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram avaliados por
andlise de variancia de uma via (ANOVA) com pds-teste de Tukey. *p<0,05 comparado ao OECC.

O OECC e o constituinte isolado citral apresentaram toxicidade a membrana eritrocitaria
nas concentragdes de 1000 pg/mL e 500 ug/mL, toxicidade leve na concentragdo de 250 pg/mL
¢ auséncia de toxicidade na concentragao de 125 pg/mL, sugerindo a auséncia de toxicidade em
eritrocitos em concentragdes <=125 pug/mL. O citral apresentou <%Hemolise nas concentracdes
de 1000 pg/mL, 500 pg/mL e 125 pg/mL quando comparado ao OECC.
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5.4 Associagdo in vivo do EACC e do OECC com o antineoplésico 5-FU

Na avaliacao da associagdo in vivo do EACC, OECC e do constituinte isolado citral com
0 5-FU, foi considerado grau de inibicdo tumoral igual a O para o controle negativo, tratado
com veiculo.

Na avaliacdo da associacdo do EACC com o antineoplasico 5-FU, o controle negativo
apresentou média de crescimento tumoral de 1,52 £ 0,08 g; por sua vez, o controle positivo
apresentou média de crescimento tumoral de 0,36 + 0,07 g, com %IT de 76,00%. Diferenca
significativa foi observada entre o controle negativo e positivo (p<0,0001). Dados sobre o
crescimento da massa tumoral do S180 nos grupos experimentais sdo descritos na Figura 17.

No tratamento do S180, grupos tratados apenas com EACC 50 e 100 mg/kg/dia
apresentaram crescimento tumoral médio de 1,16 + 0,17 g e 1,26 + 0,11 g, respectivamente,
sem diferenca significativa em relacdo ao crescimento da massa tumoral do grupo salina
(p=0,2044 e p=0,5132, respectivamente). Adicionalmente, ndo foi observada diferenca
estatistica entre os grupos tratados com 50 e 100 mg/kg/dia do EACC (p= 0,9858).
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Figura 17. Efeito da associacdo entre o antineoplasico 5-FU e o EACC nas doses de 50 e 100
mg/kg/dia frente ao crescimento da massa tumoral do S180. Dados foram apresentados como
valores individuais e média + o erro padrdo da média (n = 7 a 10 animais/grupo) e os resultados
foram avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA) com poés-teste de Tukey.
*p<0,05 comparado ao grupo salina.

A associacéo entre 0 5-FU e 0 EACC nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia identificou que o
grupo tratado com EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU apresentou crescimento tumoral médio de 0,67
+ 0,08 g e %IT de 55,29% e o tratado com EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU de 0,57 £ 0,06 g e

62,09%, respectivamente.
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Diferenca significativa foi observada entre o grupo salina e os grupos tratados com EACC
50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU (p<0,0001). No entanto, ndo houve
diferenca significativa em relacdo ao crescimento da massa tumoral e %IT entre o grupo tratado
apenas com 5-FU e os grupos tratados com a associacdo entre 0 EACC nas doses de 50 e 100
mg/kg/dia e o0 5-FU (p=0,3532 e p=0,7539, respectivamente).

Dessa forma, os dados da associacdo do EACC com o 5-FU sugerem que o EACC nas
doses de 50 e 100 mg/kg/dia ndo interferiu no crescimento tumoral do S180, frente ao
tratamento dos animais com 5-FU.

No tratamento do S180 com o OECC, o controle negativo apresentou crescimento
tumoral médio de 1,09 £ 0,17 g e o controle positivo de 0,22 + 0,04 g, com %IT de 79,74%;
diferenca significativa foi encontrada entre os grupos (p<0,0001). Na Figura 18 s&o
apresentados os dados comparativos sobre o crescimento tumoral do S180 entre os tratamentos.

Grupos tratados com OECC nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia apresentaram médias de 0,68
+0,13 90,99 + 0,16 g em crescimento da massa tumoral, respectivamente; o tratamento com
0 OECC frente o S180 nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia demonstrou que nao houve diferenca
significativa quanto a massa tumoral (g) e 0 %IT do controle negativo (p=0,2187 e p=0,9949).
N&o foi identificada diferenca significativa entre os grupos tratados com OECC 25 e 50
mg/kg/dia (p=0,4922).
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Figura 18. Efeito da associacgdo entre o antineoplasico 5-FU e o0 OECC nas doses de 25 e 50
mg/kg/dia frente ao crescimento da massa tumoral do S180. Dados foram apresentados como
valores individuais e média + 0 erro padrdo da média (n = 6 a 10 animais/grupo) e os resultados
foram avaliados por andlise de variancia de uma via (ANOVA) com pds-teste de Tukey.
*p<0,05 comparado com o grupo salina.
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No tratamento em associagdo do OECC e o 5-FU, o grupo tratado com OECC 25
mg/kg/dia + 5-FU apresentou média de 0,55 + 0,13 g em crescimento tumoral e %IT de 48,88%;
o tratado com OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU de 0,24 + 0,07 g e 77,78%, respectivamente.

Diferenca significativa foi encontrada entre o controle negativo e os grupos tratados com
OECC 25 mg/kg/dia + 5-FU e OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU (p=0,0475 e p=0,0006); no entanto,
entre o grupo 5-FU e os grupos OECC 25 mg/kg/dia + 5-FU e OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU néo
foi identificada diferenca significativa em relacdo ao crescimento tumoral e %IT (p=0,3235 e
p>0,9999, respectivamente).

Os dados da associagcdo do OECC com o 5-FU sugerem que o OECC nas doses de 25 e
50 mg/kg/dia ndo interferiu no crescimento tumoral do S180, frente ao tratamento dos animais
com 5-FU.

Anédlises da associacgao entre o constituinte isolado citral, identificado como majoritario
do OECC, e 0 5-FU, também foram realizadas; para tanto, considerou-se os controles negativo
e positivo do OECC. Dados sobre o crescimento tumoral do S180 entre 0s grupos experimentais

sdo visualizados na Figura 19.
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Figura 19. Efeito da associacdo entre o antineoplasico 5-FU e o constituinte isolado citral nas
doses de 25 e 50 mg/kg/dia frente ao crescimento da massa tumoral do S180. Dados foram
apresentados como valores individuais e média £ o erro padrdo da média (n = 6 a 10
animais/grupo) e os resultados foram avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA)
com pos-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o grupo salina.

Grupos tratados com o constituinte isolado citral, nas mesmas doses que 0 OECC —25 e
50 mg/kg/dia, apresentaram crescimento tumoral médio de 1,12 + 0,12 g e 1,02 + 0,13 g,
respectivamente, sem diferenca significativa em relagcéo ao controle negativo (p>0,9999 e p=

0,9985, respectivamente) e entre as doses de 25 e 50 mg/kg/dia (p=0,9858).
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A associagdo do constituinte isolado citral nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia com o
antineoplasico 5-FU identificou média de crescimento tumoral de 0,28 + 0,04 g com %IT de
74,01% para o grupo tratado com Citral 25 mg/kg/dia + 5-FU e de 0,22 + 0,06 g e %IT de
79,03% no tratamento com Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU.

Diferenca significativa foi encontrada entre o controle negativo e os grupos tratados com
5-FU, Citral 25 mg/kg/dia + 5-FU e Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU (p<0,0001). No entanto, ndo
foram encontradas diferencas significativas entre o grupo 5-FU e os grupos Citral 25 mg/kg/dia
+ 5-FU (p=0,9971) e Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU (p>0,9999).

Os dados da associagdo do constituinte isolado citral com o 5-FU sugerem que, assim
como para 0 OECC, seu constituinte majoritario citral nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia nédo
interferiu no crescimento tumoral do S180, frente ao tratamento dos animais tratados com 5-
FU.

Anélises adicionais para avaliagdo de diferencas entre os grupos tratados nas doses de 25
e 50 mg/kg/dia do OECC ou do constituinte isolado citral, associado ou ndo ao 5-FU, ndo
evidenciaram diferenca significativa em relacdo ao crescimento tumoral do S180 e %IT entre

0s grupos tratados com OECC ou com seu constituinte majoritario, o citral.

5.5 Avaliacéo de aspectos toxicoldgicos frente a associacdo do EACC e do OECC com o

antineoplasico 5-FU in vivo

5.5.1 Massa corporea, ingesta de agua e consumo de racao

Dados sobre a variacdo da massa corporal do inicio ao fim do protocolo experimental de
9 dias frente o tratamento com EACC associado ou ndo ao 5-FU sdo apresentados na Tabela 10

e a variagdo da massa corporal nos dias pares do experimento é visualizada na Figura 20.

Tabela 10. Variacdo inicio ao fim da massa corporal dos grupos experimentais tratados com
EACC associado ou ndo ao antineoplasico 5-FU.

Grupos experimentais A Massa corporal (g) p valor
Salina S -0,22 + 1,02 -

Salina S180 6,30 £ 0,51" <0,0001

EACC 50 4,10 £1,22" 0,0084

EACC 100 6,00 £ 0,74" <0,0001

5-FU 0,00 + 0,49* <0,0001

EACC 50 + 5-FU 0,80 + 0,66* 0,0002

EACC 100 + 5-FU 2,60 + 0,80% 0,0301

O efeito da associacdo do EACC em mg/kg/dia e o antineoplasico 5-FU na variacdo da massa corpdrea (g). Os
dados sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 7 a 10 animais por grupo e os resultados
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avaliados por analise de variancia de duas vias (ANOVA) com pos-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com 0
controle negativo sem tumor; ¥p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor.

Diferenca significativa na variacdo da massa corporea do inicio ao fim do experimento
foi encontrada entre o grupo Salina S e os grupos Salina S180, EACC 50 mg/kg/dia e EACC
100 mg/kg/dia, que apresentaram aumento da massa corpérea, e entre o grupo Salina S180 e 0s
grupos 5-FU, EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU, que apresentaram

discreto ou ausente aumento de massa corporea ao final do protocolo experimental.
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Figura 20. Variacdo da massa corporal nos dias pares dos grupos experimentais tratados com
EACC em mg/kg/dia associado ou ndo ao antineoplasico 5-FU. Os dados sdo apresentados
como a média + o erro padrdo da média de 7 a 10 animais por grupo e os resultados avaliados
por analise de variancia de duas vias (ANOVA) com pos-teste de Tukey. *p<0,05 comparado
com o controle negativo sem tumor; #p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor.

A associacdo do EACC com o antineoplésico 5-FU néo apresentou papel significativo
na varia¢do da massa corporal do inicio ao fim do experimento nos grupos tratados com 5-FU,
visto que ndo foi encontrada diferenca significativa entre o grupo 5-FU e os grupos EACC 50
mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU.

A variacdo dia a dia da massa corporal identificou que, no dia 6 experimental diferenca
significativa ja era identificada entre o grupo Salina S e os grupos Salina S180, EACC 50
mg/kg/dia e EACC 100 mg/kg/dia (p<0,0001), e entre o grupo Salina S180 e os grupos 5-FU,
EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU (p<0,0001).

Habitos de ingesta de &gua e, principalmente, consumo de ra¢do durante o protocolo
experimental podem influenciar diretamente na variacdo da massa corporal dos grupos
experimentais. Desse modo, dados sobre o consumo médio de racdo e de ingesta de agua

durante o experimento séo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Consumo médio de racdo e de ingesta de agua dos grupos experimentais tratados
com EACC associado ou ndo ao antineoplésico 5-FU.

Grupos experimentais Racéo (g) p valor Agua (mL)
Salina S 53,13+ 1,99 - 70,43 + 4,38

Salina S180 57,63+2,13 - 77,13 +4,83
EACC 50 57,50 + 2,58 - 83,00 + 3,12
EACC 100 62,25 + 2,47 - 84,25 + 4,46

5-FU 46,63 + 1,41% 0,0140 74,75+ 2,93

EACC 50 + 5-FU 50,00 + 2,07 - 75,50 + 2,46
EACC 100 + 5-FU 51,00 £ 2,42 - 79,00 + 2,98

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrao da média de 7 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por andlise de variancia de uma via (ANOVA) com pos-teste de Tukey. *p< 0,05 comparado ao controle
negativo com tumor.

O consumo médio de racéo e de ingesta de agua entre os grupos evidenciou que ao final
do protocolo experimental diferenga significativa no consumo médio de racdo por grupo foi
observada apenas entre o grupo Salina S180 e o grupo 5-FU, que apresentou consumo de racdo
menor quando comparado ao controle negativo com tumor, ndo sendo identificada diferenca
significativa na ingesta de 4gua entre 0s grupos experimentais.

A associacdo do EACC 50 e 100 mg/kg/dia com o 5-FU identificou que o EACC
também ndo influenciou na ingesta de dgua e consumo de racdo dos animais tratados com 5-
FU, visto que diferenca significativa néo foi encontrada entre o grupo 5-FU e os grupos EACC
50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU.

A associagdo do OECC ou do constituinte isolado citral com o antineoplasico 5-FU e sua
relacdo com a variacdo da massa corporal dos grupos experimentais do inicio ao fim do
protocolo experimental sdo apresentados na Tabela 12.

Dados sobre a variacdo da massa corporal dia a dia durante o protocolo experimental com
0 OECC e com o constituinte isolado citral sdo apresentados nas Figuras 21 e 22,

respectivamente.

Tabela 12. Variacéo inicio ao fim da massa corporal dos grupos experimentais tratados com
OECC ou com o constituinte isolado citral associado ou ndo ao antineoplésico 5-FU.

A Massa corporal (g) p valor

Salina S -1,40 £ 0,40 -
Salina S180 3,00 +0,74* 0,0012
OECC 25 5,20 £ 0,78* <0,0001
Citral 25 1,66 + 0,76 0,0305
OECC 50 4,60 +0,70* <0,0001
Citral 50 2,00 +0,53* 0,0083

5-FU -3,80 + 0,44% <0,0001
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OECC 25 + 5-FU -1,90 + 0,88* 0,0002
Citral 25 + 5-FU -2,80 £ 0,71% <0,0001
OECC 50 + 5-FU -3,00 + 0,94% <0,0001
Citral 50 + 5-FU -3,50 +0,87% <0,0001

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrao da média de 6 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por andlise de variancia de duas vias (ANOVA) com pos-teste de Tukey. *p<0,05 comparado ao controle
negativo sem tumor; *p <0,05 comparado ao controle negativo com tumor.
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Figura 21. Variacdo da massa corporal nos dias pares dos grupos experimentais tratados com
OECC associado ou ndo ao antineoplésico 5-FU. Os dados sdo apresentados como a média + 0
erro padrdo da média de 6 a 10 animais por grupo e os resultados avaliados por anélise de
variancia de duas vias (ANOVA) com pos-teste de Tukey. *p<0,05 comparado ao controle
negativo sem tumor; #p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor.
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Figura 22. Variacdo da massa corporal dia a dia dos grupos experimentais tratados com o
constituinte isolado citral associado ou ndo ao antineoplasico 5-FU. Os dados sdo apresentados
como a média + o erro padrdo da meédia de 6 a 10 animais por grupo e os resultados avaliados
por analise de variancia de duas vias (ANOVA) com pos-teste de Tukey. *p<0,05 comparado
com o controle negativo sem tumor; #p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor.
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Diferencas significativas foram observadas entre o grupo Salina S e os grupos Salina
S180, OECC 25 mg/kg/dia e OECC 50 mg/kg/dia, que apresentaram aumento da massa
corporal ao final do experimento. Reducdo da massa corporal também foi encontrada nos
grupos tratados com 5-FU, OECC 25 mg/kg/dia + 5-FU e OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU quando
comparado ao grupo Salina S180.

Os dados também evidenciaram que, assim como para o0 OECC, diferencas significativas
foram encontradas na massa corporal entre os grupos Salina S e os grupos Citral 25 mg/kg/dia
e Citral 50 mg/kg/dia, que apresentaram aumento da massa corporal ao final do experimento, e
entre os grupos Salina S180 e os grupos Citral 25 mg/kg/dia + 5-FU e Citral 50 mg/kg/dia + 5-
FU, que apresentaram reducdo da massa corporal ao final do experimento.

Diferencas significativas na variacdo da massa corporal dos grupos experimentais
tratados com OECC associado ou ndo ao 5-FU foram observadas a partir do dia 6 experimental
entre o grupo Salina S e os grupos Salina S180, OECC 25 mg/kg/dia e OECC 50 mg/kg/dia
(p<0,0001), que apresentaram aumento da massa corporea, e entre o grupo Salina S180 e 0s
grupos tratados com 5-FU, OECC 25 mg/kg/dia + 5-FU e OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU, que
apresentaram reducgdo da massa corporea (p<0,0001).

No tratamento com o constituinte isolado citral, diferencas significativas na variacéo da
massa corpdrea foram encontradas, principalmente, no dia 8 experimental. Diferencas foram
encontradas entre o grupo Salina S e os grupos Citral 25 mg/kg/dia (p=0,0018) e Citral 50
mg/kg/dia (p<0,0001), que apresentaram aumento da massa corporal, e entre o0 grupo Salina
S180 e os grupos Citral 25 mg/kg/dia + 5-FU e Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU (p<0,0001), que
apresentaram reducdo da massa corporal.

No entanto, a avaliacdo de parametros da associacdo do OECC e do constituinte isolado
citral com o 5-FU néo identificou diferenca significativa entre a massa corporal do grupo 5-FU
e 0s grupos OECC 25 mg/kg/dia + 5-FU e OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU e Citral 25 mg/kg/dia
+ 5-FU e Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU, sugerindo que a associa¢do ndo interferiu na massa
corporea dos animais tratados com 5-FU.

Dados sobre a ingesta de agua e consumo de ragdo nos grupos experimentais tratados
com OECC ou com o constituinte isolado citral associado ou ndo ao 5-FU sédo apresentados na
Tabela 13.
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Tabela 13. Consumo médio de racdo e de ingesta de agua dos grupos experimentais tratados
com OECC ou com o constituinte isolado citral associado ou ndo ao antineoplasico 5-FU.

Grupos experimentais Racéo (g) p valor Agua (mL) p valor
Salina S 62,43 + 6,40 - 121,1+£2,40 -

Salina S180 53,13 + 3,62 - 97,50 + 4,40* <0,0001

OECC 25 51,88 +3,91 - 82,38 + 3,85* <0,0001

Citral 25 60,00 + 2,65 - 64,25 + 3,49*% <0,0001

0,0482

OECC 50 47,50 £ 4,89 - 68,57 + 5,00%% <0,0001

0,0002

Citral 50 63,50 + 1,42 - 81,50 * 2,02*# <0,0001

5-FU 39,50 + 3,16* 0,0098 68,63 + 2,82*% <0,0001

OECC 25 + 5-FU 43,75 £ 3,97 - 74,14 + 3,26%% <0,0001

0,0047

Citral 25 + 5-FU 42,57 +6,11* 0,0255 75,63 + 3,88*% <0,0001

0,0007

OECC 50 + 5-FU 53,13+ 3,88 - 93,38 + 5,84*% 0,0005

0,0015

Citral 50 + 5-FU 35,50 + 3,57* *0,0005 62,25 + 3,72%% <0,0001

#0,0398

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 6 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por andlise de variancia de uma via (ANOVA) com pds-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o
controle negativo sem tumor; #p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor; p<0,05 comparado ao controle
positivo, tratado com 5-FU.

Os dados evidenciaram que, ao final do experimento, diferenca significativa em relagdo
ao consumo médio de racdo foi observada entre o grupo Salina S e o grupo tratado com 5-FU,
que apresentou menor consumo médio de racdo. Reducdo do consumo de racdo também foi
encontrado para os grupos Citral 25 mg/kg/dia + 5-FU e Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU em relagéo
ao grupo Salina S e para o grupo Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU, em relagéo ao grupo Salina S180.

No tratamento com OECC, dados sobre a ingesta de agua identificaram que diferengas
significativas foram encontradas entre o grupo Salina S e 0s grupos experimentais com S180,
que apresentaram reducdo na ingesta de agua e entre o grupo Salina S180 e os grupos OECC
50 mg/kg/dia, 5-FU e OECC 25 mg/kg/dia + 5-FU, que apresentaram reducdo da ingesta de
agua quando comparado ao controle negativo com tumor.

Sobre a ingesta de agua, a associacdo do OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU apresentou
diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado com 5-FU, sugerindo que a associacdo
atenuou a reducdo da ingesta de &gua encontrada frente ao tratamento isolado com o 5-FU.

Nos tratamentos com o constituinte isolado citral, diferencas sobre a ingesta de agua
foram encontradas entre o grupo Salina S180 e os grupos tratados com Citral 25 mg/kg/dia,
Citral 50 mg/kg/dia, 5-FU, Citral 25 mg/kg/dia + 5-FU e Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU, em que

também foi evidenciada menor ingesta de agua ao final do experimento.
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Analises de parametros associativos do 5-FU com o constituinte isolado citral salientam
gue ndo foram encontradas diferencgas significativas entre o grupo tratado com 5-FU e 0s grupos
Citral 25 mg/kg/dia + 5-FU e Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU com relagdo a massa corporal, ingesta
de &gua e consumo de racao.

Dessa forma, os dados encontrados identificaram que a associagdo do OECC 25 e 50
mg/kg/dia e o 5-FU ndo influenciou na massa corpdrea e no consumo de racdo; no entanto, a
associacdo do OECC 50 mg/kg/dia com o 5-FU, influenciou a maior ingesta de agua, quando
comparado ao grupo tratado apenas com 5-FU, sugerindo a preservacao dos habitos de ingesta
de 4agua frente a associagéo.

Adicionalmente, a associacdo do Citral 25 e 50 mg/kg/dia e o 5-FU ndo influenciou na
massa corpdrea, no consumo de racdo e na ingesta de 4gua entre 0s grupos.

Anaélises comparativas entre 0 OECC e o Citral nas doses de 25 e 50mg/kg/dia associado
ou ndo ao antineoplasico 5-FU frente aos parametros de massa corporal, consumo médio de
racdo e de ingesta de agua identificaram diferenca significativa apenas entre o grupo Citral 50
mg/kg/dia + 5-FU e OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU, com relacéo a ingesta de agua (p<0,0001),
de modo que o grupo OECC 50 mg/kg/dia ao ser associado ao 5-FU pode ter atenuado a redugéo
da ingesta de &gua pelo 5-FU, mas o mesmo ndo ocorreu frente a associacdo do Citral 50

mg/kg/dia com o 5-FU.

5.5.2 Massa dos 0rgaos

Dados sobre os efeitos da associacdo do EACC com o antineoplasico 5-FU na massa do
figado, rins e baco sdo apresentados na Tabela 14. A associacdo do EACC 50 e 100 mg/kg/dia
com o 5-FU néo influenciou significativamente na massa do figado, rins e baco dos animais

tratados com 5-FU.

Tabela 14. Efeito do EACC associado ou ndo ao antineoplasico 5-FU na massa dos 6rgaos de
camundongos com e sem tumor S180.

Figado (g) Rins (g) Baco (g) p valor
Salina S 5,86 + 0,23 1,39 + 0,04 0,59 + 0,06 -
Salina S180 6,14 + 0,23 1,24 0,04 0,78 £ 0,03 -
EACC 50 6,27 + 0,20 1,33 £0,03 0,77 £ 0,06 -
EACC 100 6,33 +0,16 1,26 + 0,04 0,81 +0,05 -
5-FU 5,59 + 0,09 1,25+ 0,03 0,53 +0,01* 0,0113
EACC 50 + 5-FU 5,47 £0,12 1,32 £0,03 0,53 +0,03* 0,0112

EACC 100 + 5-FU 5,50+ 0,08 1,33 +£0,04 0,52 + 0,06" 0,0075



82

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 7 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA) com pés-teste de Tukey. #p<0,05 comparado ao controle
negativo com tumor.

Diferenca significativa foi encontrada apenas entre os grupos Salina S180 e 0s grupos 5-
FU, EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU, que apresentaram reducdo da
massa esplénica.

Na Tabela 15 séo apresentados os dados sobre a associacdo do OECC e de seu constituinte
majoritario citral com o antineoplasico 5-FU em relacdo a massa dos 6rgédos avaliados.

Tabela 15. Efeito do OECC e do constituinte isolado citral associado ou ndo ao antineoplésico
5-FU na massa dos 6rgdos de camundongos com e sem tumor S180.

Figado (g) p valor Rins (g) Baco (9)

Salina S 5,44 + 0,21 - 1,34 £ 0,07 0,44 + 0,01 -
Salina S180 5,79 £ 0,24 - 1,27 £ 0,02 0,76 £ 0,07* <0,0001
OECC 25 5,50 £ 0,19 - 1,19+ 0,03 0,67 £ 0,04* 0,0107
Citral 25 5,86 £ 0,20 - 1,34 £ 0,05 0,66 £ 0,03* 0,0012
OECC 50 5,36 £ 0,22 - 1,26 £ 0,03 0,68 £ 0,04* 0,0052
Citral 50 5,85+0,14 - 1,32 £0,05 0,61 £ 0,02* 0,0224
5-FU 4,84 +0,12* 0,0079 1,44 £ 0,05 0,44 +0,02* <0,0001
OECC 25 +5-FU 5,01 £0,16 - 1,34 £ 0,02 0,49 + 0,01% 0,0012
Citral 25 + 5-FU 4,90 +0,12* 0,0203 1,40 £ 0,03 0,41 +0,02% <0,0001
OECC 50 + 5-FU 4,54 + 0,52* 0,0282 1,20 £ 0,14 0,40 + 0,05* <0,0001
Citral 50 + 5-FU 4,79 + 0,15 0,0042 1,39 £ 0,04 0,42 +0,01% <0,0001

Os dados sio apresentados como a média + 0 erro padrio da média de 6 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA) com pés-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o
controle negativo sem tumor; ¥p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor.

A avaliagdo dos orgaos identificou que a associacdo entre 0 OECC ou o constituinte
isolado citral nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia com o antineoplasico 5-FU ndo influenciou
significativamente na massa hepatica, renal e esplénica.

Reducdo da massa hepatica foi identificada para os grupos 5-FU, Citral 25 mg/kg/dia,
OECC 50 mg/kg/dia e Citral 50 mg/kg/dia, em relacéo ao grupo Salina S180.

Aumento da massa esplénica foi encontrada nos grupos Salina S180, OECC 25 e 50
mg/kg/dia e Citral 25 e 50 mg/kg/dia em relacdo ao grupo Salina S. Adicionalmente, reducao
da massa esplénica foi encontrada para os grupos 5-FU, OECC 25 e 50 mg/kg/dia + 5-FU e
Citral 25 e 50 mg/kg/dia + 5-FU, em relacdo ao grupo Salina S180.

Analises comparativas entre 0 OECC e o constituinte majoritario citral nas doses de 25
e 50 mg/kg/dia associado ou ndo ao 5-FU em relacdo a massa do figado, rins e baco nédo

identificaram diferencas significativas.



83

5.5.3 Parametros bioquimicos hepaticos e renais

Parametros bioquimicos hepaticos (ALT, AST e FA) e renais (ureia, creatinina e acido

arico) frente a utilizacdo do EACC associado ou ndo ao 5-FU s&o apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Efeito do EACC associado ou ndo ao antineoplasico 5-FU em parametros hepaticos
e renais em camundongos com e sem tumor S180.

ALT (U/L) p valor AST (U/L) p valor FA (mg/dL) p valor
Salina S 30,00 £ 3,28 - 109,1+7,64 - 104,3 £5,73 -
Salina S180 28,60 + 1,57 - 246,9+10,80* <0,0001 60,00+3,87* <0,0001
EACC 50 29,00 +2,33 - 2484 +£32,98* <0,0001 71,22+7,46*  0,0012
EACC 100 23,60 £2,12 - 215,8+9,350*  0,0003  50,00+5,78* <0,0001
5-FU 25,00 + 1,64 - 172,2 +9,589* 0,0193 62,70 £4,42*  <0,0001
EACC 50+5-FU 25,00 £ 1,69 - 147,8 +10,95* 0,0014  58,38+6,58* <0,0001
EACC 100+5-FU 24,20 £1,91 - 149,4 + 10,05* 0,0007 59,40 +3,36* <0,0001
Acido Urico Creatinina Ureia (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL)
Salina S 1,98 +0,44 - 0,45 = 0,02 - 44,44 + 3,28 -
Salina S180 3,08 £0,26 - 0,36 £ 0,04 - 50,40 + 3,77 -
EACC 50 3,11+0,20 - 0,36 + 0,03 - 49,30 + 4,32 -
EACC 100 3,567 £0,35* 0,0360 0,38 0,05 - 45,90 +£3,21 -
5-FU 3,32+£0,19 - 0,60 + 0,04* 0,0007 48,20 £ 3,72 -
EACC 50 +5-FU 2,86 £0,21 - 0,40 £ 0,01% 0,0079 40,60 + 2,16 -
EACC 100 + 5-FU 510+ 051**  <0,0001 0,41 +0,02% 0,0170 46,30 £ 2,22 -
0,0014
0,0071

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 7 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA) com pds-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o

controle negativo sem tumor; ¥p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor. &p<0,05 comparado ao controle
positivo. ALT — alanina aminotransferase; AST — aspartato aminotransferase; FA — fosfatase alcalina.

A avaliagdo de pardmetros hepéticos e renais identificou que a associa¢do do EACC 50
ou 100 mg/kg/dia com o 5-FU, ndo alterou significativamente pardmetros hepaticos; no entanto,
alteracdes nos parametros renais foram identificadas, com identificacdo da elevacao nos valores
de acido urico frente a associacdo do EACC 100 mg/kg/dia e o 5-FU e reducéo da creatinina
frente a associagdo do EACC 50 e 100 mg/kg/dia e 0 5-FU.

Pardmetros hepaticos identificaram aumento significativo nos valores de AST para 0s
grupos Salina S180, EACC 50 mg/kg/dia e EACC 100 mg/kg/dia, quando comparado ao
controle negativo sem tumor. Redugéo nos valores de AST foram identificados nos grupos 5-
FU, EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU, em relagdo ao controle
negativo com tumor. Reducdo significativa de valores da FA foi encontrada entre oS grupos

com tumor experimental S180, em relacdo ao controle negativo sem tumor.
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Na avaliacdo de parametros renais, diferencas significativas também foram encontradas
entre o grupo Salina S e o grupo EACC 100 mg/kg/dia, que apresentou elevacdo nos valores do
acido urico, e entre o grupo Salina S180 e o grupo EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU, com elevacéo
do &cido urico frente a associacdo do EACC 100 mg/kg/dia com o 5-FU quando comparado ao
controle negativo com tumor.

Papel da associacdo do EACC 100 mg/kg/dia com o 5-FU na elevacdo do acido Urico é
reforcada frente a identificacdo de diferenca significativa entre o grupo EACC 100 mg/kg/dia
e 0 grupo EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU (p=0,0415), com elevacdo do acido uUrico ao ser
associado ao 5-FU.

Diferenca significativa entre os grupos EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100
mg/kg/dia + 5-FU também foi identificada, com valores mais elevados de &cido Urico no grupo
EACC tratado na dose de 100 mg/kg/dia (p=0,0052).

Pardmetros hepaticos e renais frente a associacdo do OECC e do constituinte isolado
citral com o 5-FU sdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Efeito do OECC e do constituinte isolado citral associado ou ndo ao antineoplésico
5 - FU em parametros hepaticos e renais em camundongos com e sem tumor S180.

ALT (U/L) p valor AST (U/L) p valor FA (mg/dL) p valor
Salina S 42,22 +3,51 - 85,22 +7,24 - 110,4 +4,72 -
Salina S180 44,50 £ 3,98 - 2358 +16,46* <0,0001 74,70 £9,58 -
OECC 25 32,20+1,58 - 253,0+17,82* <0,0001 59,80+12,79* 0,0020
Citral 25 39,00 +5,55 - 184,6 £26,05*  0,0005 80,63 13,25 -
OECC 50 34,00+ 2,70 - 295,2+21,72* <0,0001 52,33+4,31* 0,0004
Citral 50 40,67 £ 3,33 - 1952 +13,97* <0,0001 80,63 +13,25 -
5-FU 35,75+ 3,76 - 153,8 +10,55**  0,0323 94,33 £ 9,07 -
0,0038
OECC 25+ 5-FU 27,43 +4,27% 0,0284  150,4 +12,41*  0,0487 79,63 +7,32 -
0,0023
Citral 25 + 5-FU 40,50 £ 6,83 - 167,6 £13,58**  0,0091 89,40 +19,84 -
0,0425
OECC 50 + 5-FU 26,67 + 6,19 0,0291 158,30 £9,79*  0,0332  64,33+9,73*  0,0261
0,0156
Citral 50 + 5-FU 36,75+ 3,31 - 155,3 £9,153*  0,0421 93,70 +9,42 -
) 0,0089
Acido arico Creatinina Ureia (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL)
Salina S 4,30+ 0,46 - 0,46 + 0,03 - 58,70 + 3,55 -
Salina S180 3,87+0,25 - 0,47 £ 0,04 - 45,90+ 3,53*  0,0363
OECC 25 3,01+0,19 - 0,42 +0,03 - 38,00 £2,40*  <0,0001
Citral 25 3,80+0,45 - 0,46 + 0,05 - 4590+1,80*  0,0095
OECC 50 3,66 + 0,52 - 0,39+0,03 - 37,78 +3,69* <0,0001
Citral 50 4,15+ 0,26 - 0,41 +0,03 - 45,90 +2,00  0,0095
5-FU 3,13+0,50 - 0,45 + 0,06 - 43,10+2,47*  0,0048
OECC 25 +5-FU 452+0,81 - 0,47 £ 0,03 - 38,80+1,43*  0,0002
Citral 25 + 5-FU 2,97+0,35 - 0,38 + 0,04 - 41,60 £1,62*  0,0002
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OECC 50 +5-FU 3,67+0,75 - 0,50+ 0,04 - 40,67 +2,38*  0,0010

Citral 50 + 5-FU 4,02 +0,40 - 0,59 £ 0,04 - 42,60 +1,44*  0,0004

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 6 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por anélise de variancia de uma via (ANOVA) com pos-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o
controle negativo sem tumor; #p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor. ALT — alanina
aminotransferase; AST — aspartato aminotransferase; FA — fosfatase alcalina.

Os dados evidenciaram que a associacdo do OECC ou do constituinte isolado citral nas
doses de 25 e 50 mg/kg/dia com o 5-FU ndo influenciou significativamente em parametros
hepaéticos e renais.

Pardmetros hepaticos identificaram reducdo significativa em ALT nos grupos tratados
com OECC 25 mg/kg/dia + 5-FU e OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU, em relacdo ao controle
negativo com tumor, mas sem diferenca em relacéo ao grupo 5-FU. Diferenca significativa foi
encontrada entre o grupo Salina S e 0s grupos com tumor experimental S180 em relacdo aos
valores de AST, que apresentaram elevacdo em AST comparado ao controle negativo sem
tumor.

Elevacdo em AST foi encontrada, principalmente, no tratamento com auséncia do 5-FU;
de forma que grupos tratados com 5-FU apresentaram reducéo de AST em relacdo ao controle
negativo com tumor. Adicionalmente, reducdo significativa da FA nos grupos OECC 25
mg/kg/dia, OECC 50 mg/kg/dia e OECC 50 mg/kg/dia + 5-FU foi encontrada, em relacdo ao
controle negativo sem tumor.

Na avaliacdo de parametros renais, diferenca significativa foi encontrada em relacdo aos
valores de ureia entre o grupo Salina S e 0s grupos experimentais com tumor S180, que
apresentaram redugé@o em seus valores.

Analises comparativas entre 0 OECC e o constituinte majoritario citral nas doses de 25
e 50 mg/kg/dia em relacdo aos parametros bioquimicos hepaticos e renais identificou que nédo
houve diferenca significativa em relagdo aos parametros renais.

No entanto, diferenca significativa foi encontrada em parametros hepéaticos em relagéo
a AST e FA entre os tratamentos com OECC e Citral na dose de 50 mg/kg/dia, ao qual observou-
se elevacdo de AST (p=0,0010) e reducédo de FA (p=0,0092) no grupo tratado com OECC 50
mg/kg/dia, em comparacdo ao Citral 50 mg/kg/dia.
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5.5.4 Parametros hematoldgicos eritrocitarios e leucocitarios

Nas Tabelas 18 e 19 sdo descritos os parametros hematoldgicos eritrocitarios e
leucocitarios frente aos tratamentos experimentais com EACC associado ou ndo ao
antineoplasico 5-FU, respectivamente.

Os dados evidenciaram que a associacdo do EACC 50 e 100 mg/kg/dia ndo influenciou
significativamente em parametros hematol6gicos eritrocitarios e leucocitarios.

Tabela 18. Efeito do EACC associado ou ndo ao antineoplasico 5-FU em parametros
eritrocitarios de camundongos com e sem tumor S180.

Hemacias pvalor  Hemoglobina p valor Hematdcrito p valor
(10%/mL) (g/dL) (%)
Salina S 9,36 + 0,28 - 15,20 £ 0,27 - 53,91 +0,93 -
Salina S180 9,25+0,12 - 14,37 £0,24 - 51,80+ 0,63 -
EACC 50 9,42 +0,17 - 15,10 £ 0,30 - 53,46 +1,01 -
EACC 100 9,14 £ 0,08 - 14,20 £0,14 - 51,76 + 0,56 -
5-FU 8,54 £0,11** 0,0165 13,61+0,17* 0,0007 48,72 +0,52* 0,0008
0,0451
EACC50+5FU 831+0,15* 0,0007 12,86 +0,25* <0,0001 46,18 + 0,87** <0,0001
0,0022 0,0016 0,0001
EACC 100 + 5- 8,39 £0,16**  0,0024 13,04 +0,30** <0,0001 47,38 +1,01* <0,0001
FU 0,0072 0,0082 0,0050

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 7 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por andlise de variancia de uma via (ANOVA) com pds-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o
controle negativo sem tumor; *p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor.

Parametros hematoldgicos eritrocitarios identificaram que reducdo significativa de
hemaécias, hemoglobina e % de hematdcrito foram encontrados nos grupos 5-FU, EACC 50
mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU, em relacédo ao controle negativo sem tumor.

Comparado ao controle negativo com tumor, reducdo de hemécias foi encontrada nos
grupos 5-FU, EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU; por sua vez, reducédo
de hemoglobina e de % de hematdcrito foi encontrada apenas nos grupos EACC 50 mg/kg/dia
+ 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU.

Na avaliacdo de parametros leucocitérios, contagem total de leucdcitos identificou que 0s
grupos tratados com 5-FU, EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle negativo sem e com tumor S180,
apresentando leucopenia na presenca do 5-FU (p<0,0001).

Os principais leucdcitos encontrados foram os linfocitos, neutrofilos e mondcitos.
Reducdo de linfdcitos foi encontrada nos grupos Salina S180 e EACC 50 mg/kg/dia, em relacéo

ao controle negativo sem tumor; por sua vez, aumento de linfocitos foi encontrado nos grupos
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5-FU, EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU, em relacdo ao controle

negativo com tumor.

Tabela 19. Efeito do EACC associado ou ndo ao antineoplasico 5-FU em pardmetros
leucocitarios de camundongos com e sem tumor S180.

Contagem diferencial de leucécitos (%)

Leucdcitos p Linfécitos p valor Mondcitos p Neutréfilos  pvalor
totais valor valor
(10° cels/ /uL)
Salina S 6833 + 403,0 - 67,11+ 7,07 - 0,11+£0,11 - 31,11 £ 6,59 -
Salina 6696 * 666,2 - 42,60 £2,60* 0,0019 15+0,37* 0,0483 55,70+2,64* 0,0013
$180
EACC 50 5692 + 429,3 - 47,60 £5,27*  0,0252  2,2+0,62* 0,0004 49,40 +5,35*  0,0354
EACC 100 5998 + 394,5 - 51,50 + 3,07 - 0,70+0,30 - 50,63 +2,15*  0,0328
5-FU 2730 +£129,8% <0,0001 77,80+2,78% <0,0001 0,10 +0,10* 0,0363 21,60 +2,94* <0,0001
EACC50 3070+ 750,1* <0,0001 79,40+292% <0,0001 0,20+0,13 - 20,00 + 3,01 <0,0001
+ 5-FU
EACC 100 2150+129,0% <0,0001 84,00+3,67% <0,0001 0,10+0,10 0,0363 15,90 +3,61% <0,0001
+5-FU

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 7 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por andlise de variancia de uma via (ANOVA) com pds-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o
controle negativo sem tumor; # <0,05 comparado ao controle negativo com tumor.

Mondcitos foram encontrados principalmente nos grupos Salina S180 e EACC 50
mg/kg/dia, apresentando diferenca significativa em relacdo aos grupos Salina S e 5-FU, em que
se observou reducdo no quantitativo de monadcitos para o grupo 5-FU. Reducdo tambem foi
encontrada no grupo EACC 100 mg/kg/dia + 5-FU, em relagéo ao controle negativo com tumor.

Neutrofilos foram encontrados em maior nimero nos grupos S180, EACC 50 mg/kg/dia
e EACC 100 mg/kg/dia, em relacdo ao grupo Salina S; por sua vez, reducdo do nimero de
neutrofilos foi identificado nos grupos 5-FU, EACC 50 mg/kg/dia + 5-FU e EACC 100
mg/kg/dia + 5-FU, quando comparado ao grupo Salina S180.

Parametros hematoldgicos eritrocitarios e leucocitarios do OECC e do constituinte
isolado citral associado ou ndo ao antineoplasico 5-FU sdo apresentados nas Tabelas 20 e 21,
respectivamente.

Os dados evidenciaram que a associacao entre 0 OECC e o constituinte isolado citral com
0 5-FU ndo alterou significativamente par@metros hematologicos eritrocitarios e leucocitarios.

Nos tratamentos experimentais com OECC, reducéo significativa da hemoglobina e do
% de hematdcrito foi encontrada nos grupos com tumor experimental S180, em relacdo ao

controle negativo sem tumor.
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Tabela 20. Efeito do OECC e do constituinte isolado citral associado ou ndo ao antineoplasico
5-FU em parametros eritrocitarios de camundongos com e sem tumor S180.

Hemécias Hemoglobina p valor Hematdcrito (%0) p valor
(10%/mL) (g/dL)

Salina S 9,45+0,14 15,69 + 0,23 - 54,54 + 1,06 -
Salina S180 8,84 + 0,22 13,73 £ 0,37* 0,0002 49,02 + 1,51* 0,0092
OECC 25 8,77 £ 0,16 13,79 £ 0,28* 0,0003 47,70 £ 1,02* 0,0006

Citral 25 9,41+0,14 15,14 + 0,24 - 57,22+ 35 -
OECC 50 9,06 +£0,13 13,96 + 0,20* 0,0014 49,22 +0,61* 0,0135

Citral 50 9,35+0,19 14,62 £ 0,33 - 52,05+ 1,20 -
5-FU 9,28 + 0,22 14,21 + 0,29* 0,0248 49,13+ 0,77* 0,0433
OECC25+5-FU 8,58 +£0,09 13,27 £ 0,21* <0,0001 46,53 + 0,60* <0,0001

Citral 25+ 5-FU  9,13+0,11 14,54 £ 0,21* 0,0373 51,06 + 0,64 -
OECCH50+5-FU 8,78+0,27 13,47 £ 0,41* <0,0001 47,22 + 1,50* 0,0003

Citral 50 + 5-FU 9,32+ 0,08 14,49 £ 0,13* 0,0262 51,16 £ 0,44 -

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 6 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA) com p0s-teste de Tukey. *p< 0,05 comparado com o
controle negativo sem tumor.

Nos tratamentos com o constituinte isolado citral, reducdo de hemoglobina foi encontrada

apenas ao ser associado ao 5-FU, mas sem diferenca significativa em relagcdo ao tratamento

isolado do 5-FU.

Tabela 21. Efeito do OECC e do constituinte isolado citral associado ou ndo ao antineoplasico
5-FU em parametros leucocitarios de camundongos com e sem tumor S180.

Contagem diferencial de leucécitos (%0)

Leucécitos p Linfécitos pvalor  Monécitos p Neutrofilos p valor
totais valor valor
(10° cels/ /L)
Salina S 4102 +520,3 - 77,00 + 2,61 - 3,70 £1,05 - 17,80 +2,10 -
Salina 5118 +361,6 - 40,90 £3,35* <0,0001 1,60+0,49 - 56,60 + 3,13*  <0,0001
$180
OECC25 4924 +3148 - 40,50 £ 4,00* <0,0001 1,00+0,29* 0,0061 57,90+4,16* <0,0001
Citral 25 5857 +371,9 - 47,80 +2,00* <0,0001 4,00+0,84 - 4744 +£2,01* <0,0001
OECC50 5084 +398,1 - 42,00 £4,78* <0,0001 1,40+0,26* 0,0310 55,90+4,88* <0,0001
Citral 50 4870 + 649,2 - 59,50 + 3,08*%  0,0001 2,37 0,53 - 37,13 +£3,31* <0,0001
<0,0001
5-FU 1553 + 141,1**  <0,0001 94,75+0,81** 0,0139 1,00 +0,26* 4,12 +0,76"  <0,0001
<0,0001 0,0117
OECC25 1922 +1473* 0,00056 84,89+3,08% <0,0001 O0,55+0,24* 0,0012 14,33+3,03% <0,0001
+5-FU <0,0001
Citral 25 1934 +184,2* <0,0001 84,20 +2,84* <0,0001 0,70 +0,26* 0,0113 14,90+ 2,90 <0,0001
+5-FU
OECCb50 1882 +1544*% 0,0004 87,33+3,34% <0,0001 0,33+0,23* 0,0004 12,11+3,04* <0,0001
+5-FU <0,0001
Citral 50 2250 + 3352*% <0,0001 92,80 +0,72** 0,0001 0,20 +0,13* 0,0018 6,90+0,70**  <0,0001
+5-FU

Os dados sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média de 7 a 10 animais por grupo e os resultados
avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA) com pés-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o
controle negativo sem tumor; #p<0,05 comparado ao controle negativo com tumor.
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A avaliagdo de pardmetros leucocitarios identificou que leucopenia foi encontrada nos
grupos tratados com 5-FU, em relacdo ao controle negativo sem e com tumor. Linfocitos,
neutrofilos e mondcitos estiveram presentes em analise diferencial de leucdécitos.

Reducdo de linfécitos foi observado nos grupos tratados na auséncia do 5-FU, em relagdo
ao controle negativo sem tumor; por sua vez, aumento de linfocitos foi encontrado nos grupos
tratados com 5-FU, em relacdo ao controle negativo com tumor.

No tratamento com OECC, reducdo de mondcitos foi identificada entre 0os grupos com
S180, em relacdo ao controle negativo sem tumor. Redugdo de mondcitos também foi observada
nos grupos Citral 25 mg/kg/dia + 5-FU e Citral 50 mg/kg/dia + 5-FU, em relac¢do ao controle
negativo sem tumor.

Elevacdo de neutrdfilos foi observada nos grupos tratados na auséncia de 5-FU, em
relacdo ao controle negativo sem tumor; por sua vez, reducgédo foi observada, principalmente,
nos grupos tratados na presenca do 5-FU, em relagdo ao controle negativo com tumor.

Analises comparativas entre 0 OECC e o constituinte majoritario citral nas doses de 25 e
50 mg/kg/dia associado ou ndo ao 5-FU em relacéo aos parametros hematoldgicos eritrocitarios
e leucocitarios evidenciaram diferenca significativa em relagdo a hemoglobina e % de
hematocrito entre os grupos Citral 25 mg/kg/dia e OECC 25 mg/kg/dia, com reducdo da
hemoglobina e do % de hematdcrito no grupo tratado com OECC (p=0,0416 e p=0,0003,
respectivamente), sem diferenca significativa em relagcdo ao controle negativo com tumor.

Em relagéo a pardmetros leucocitarios, diferenga foi encontrada entre o citral e 0 OECC
na dose de 50 mg/kg/dia, com maior nimero de neutréfilos e menor nimero de linfécitos para
0 OECC (p=0,0026 e p=0,0082). Em relacdo aos mondcitos, maior numero foi encontrado para
o citral guando comparado ao OECC, no tratamento com 25 mg/kg/dia (p=0,0031).

5.5.5 Analise morfoldgica dos 6rgdos

Ap6s 24h do ultimo dia de tratamento com EACC, OECC ou com o constituinte isolado
citral em associagdo ou ndo ao antineoplésico 5-FU, os 6rgdos excisados (figado, rins e bago)
foram pesados e analisados macroscopicamente quanto ao tamanho, cores, presenca de areas
de necrose, supuracdo e/ou fibrose, bem como consisténcia do tecido e ocorréncia de
hemorragia. Ndo foram identificadas altera¢cbes macroscépicas nos 6rgaos avaliados (dados ndo
mostrados).
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6 DISCUSSAO

Propriedades bioldgicas/farmacoldgicas do extrato aquoso e do 6leo essencial do C.
citratus podem estar relacionadas a metabdlitos secundarios presentes em sua composi¢ao.
Desse modo, o principal constituinte identificado em analise cromatogréafica correspondeu ao
acido clorogénico para 0 EACC e ao citral para o OECC.

No extrato do C. citratus, a presenca do acido clorogénico é descrita na literatura
(FRANCISCO et al., 2015, GUNAWAN-PUTERI; RUSTANDI; HENDRA, 2018),
corroborando o achado do presente estudo. O acido clorogénico (CGA, 3-CQA), importante
composto fendlico e isbmero mais abundante do &cido cafeoilquinico (3-, 4- e 5-CQA),
desempenha importantes atividades farmacoldgicas, incluindo atividades antioxidante,
antibacteriana, hepatoprotetora e cardioprotetora (NAVEED et al., 2018).

No céancer, identificou-se que o &cido clorogénico pode atuar em vias metabdlicas
relacionadas ao processo de carcinogénese e apoptose celular, como a via da proteina quinase
ativada por AMP (AMPK), podendo afetar quinases montante que medeiam a fosforilacdo da
AMPK e atuar como um quimiossensibilizador na supressdao do crescimento tumoral
(LUKITASARI; NUGROHO; WIDODO, 2018).

O papel do &cido clorogénico na inducao de danos do DNA e na ativacdo de complexos
topoisomerase - DNA, importantes na morte celular de células cancerigenas, também foi
levantado (BURGOS-MORON et al., 2012). No entanto, frente a identificacio do papel do
acido clorogénico no cancer, a determinacdo de vias eficazes para sua administracdo ainda
representa importante desafio a ser trabalhado (LUKITASARI; NUGROHO; WIDODO, 2018).

O citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal), identificado como constituinte majoritario do
OECC, é um aldeido insaturado formado pela mistura de dois aldeidos monoterpenos: o
geranial (isbmero trans) e o neral (isbmero cis); o citral é amplamente conhecido por seu odor
caracteristico de limdo e utilizado em diferentes areas, como a industria alimenticia e cosmética
(TAMER; SUNA; OZCAN-SINIR, 2019).

Sua identificacgdo como constituinte majoritdrio do OECC corrobora estudos
anteriormente realizados (MING et al., 1996; SANTIN et al., 2009; PINO et al., 2018;
SPRENGER et al., 2022). E, assim como o encontrado, o geranial € comumente identificado
em quantidade superior ao neral na composi¢do de 6leos essenciais do C. citratus (PINO et al.,
2018).

O citral, presente em cerca de 65-85% em 0leos essenciais do C. citratus, apresenta

diferentes atividades biologicas, como atividades antimicrobiana, antioxidante, antidiabética e
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anti-inflamatéria (SHARMA et al., 2019). No cancer, atividade antitumoral in vitro e in vivo
foi relatada, atuando, por exemplo, na reducéo da proliferacdo de células tumorais de cancer de
mama e na massa de tumores mamarios em modelo animal (NIGJEH et al., 2019).

Estudo com encapsulamento do citral em nanoparticulas identificou, por exemplo, que o
citral pode induzir a apoptose de células cancerigenas e que o encapsulamento pode melhorar
sua estabilidade e aproveitamento; a utilizacdo local do citral encapsulado identificou que este
poderia atuar na prevencao a recorréncia de células cancerosas no leito tumoral ap6s remocao
cirurgica do rabdomiossarcoma (WHITE et al., 2017).

A andlise de constituintes presentes no EACC e no OECC salienta que preparac6es do C.
citratus apresentam constituintes quimicos que podem desempenhar importantes funcdes
bioldgicas. Metabdlitos secundarios presentes podem justificar, por exemplo, a presenca de
atividade antitumoral e ou quimiopreventiva em plantas medicinais e de potenciais
associacdes/interagdes com quimioterapicos; desse modo, a presenca do &cido clorogénico no
EACC e do citral no OECC podem ser responsaveis por atividades biol6gicas in vitro e in vivo.

Ensaios in vitro para avaliacdo da citotoxicidade do EACC, OECC e do constituinte
isolado citral frente as linhagens tumorais do carcinoma de pulméo (A549), melanoma (B16-
F10) e do glioma (C6) identificaram que o EACC apresentou atividade citotoxica fraca e que o
6leo essencial e seu constituinte majoritario, o citral, apresentaram atividade citotdxica alta
frente as linhagens tumorais avaliadas; adicionalmente, 0 OECC apresentou Clsg promissora
frente as linhagens tumorais do carcinoma de pulméo e do melanoma (Cls0<30 pg/mL).

A atividade citotoxica do EACC, OECC e do citral frente a linhagens tumorais tem sido
alvo de diferentes estudos na literatura (NORDIN et al., 2019; ROJAS — ARMAS et al., 2020;
SAYED et al., 2021).

Na avaliacdo da citotoxicidade do extrato do C. citratus, estudos sobre a atividade
citotoxica do extrato do C. citratus frente as linhagens da B16 — F10 e da C6 ndo foram
identificados na literatura; no entanto, sua avaliacdo em outras linhagens, incluindo a A549,
evidenciou que a avaliagdo da viabilidade celular de linhagens da A549, HepG2
(hepatocarcinoma humano) e MCF — 7 (cancer de mama) utilizando extratos do C. citratus
preparados em hexano, acetato de etila e etanol 80%, identificou, por exemplo, que o extrato
preparado em acetato de etila apresentou melhor atividade citotdxica frente as linhagens
tumorais (64,09 £ 1,11, 41,22 + 0,34 e 66,24 £+ 1,50%, respectivamente) (SAYED et al., 2022).

Diferencas do efeito antiproliferativo frente as linhagens do carcinoma de célon humano
(HCT-116), carcinoma de mama (MCF-7 e MDA-MB 231) e carcinoma de ovario (SKOV-3 e
COAYV) em relacgdo ao solvente utilizado no preparo do extrato também foi observada, visto
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que no preparo do extrato do C. citratus com agua, etanol 50% e etanol 90%, extratos
preparados em etanol apresentaram maior eficacia frente a linhagens tumorais (HALABI,
SHEIKH, 2014).

Estudo realizado para avaliacdo da atividade citotoxica do OECC em linhagens de cancer
de pulmdo também evidenciou efeitos citotoxicos do 6leo essencial do C. citratus; efeitos
citotdxicos do OECC estiveram relacionados, principalmente, pela inducéo de apoptose celular
e parada no ciclo celular pelo OECC; Clsode 1,73 + 0,37 ug/mL para a A549 foi identificada
para o OECC (TRANG et al., 2020) caracterizando Clso menor do que a encontrada no presente
estudo e salientando o potencial papel de 6leos essenciais do C. citratus na quimioprevencao e
potencial utilizacdo na terapéutica oncologica.

Caracteristicas e variacdes de atividade de preparac@es de plantas medicinais podem estar
relacionadas, por exemplo, ao fato que propriedades de plantas medicinais podem variar de
regido para regido (WANG; SASSE; SHERIDAN, 2019). A avaliacdo da atividade citotdxica
de 6leos essenciais do C. citratus cultivados na provincia de Phu tho, por exemplo, identificou
Clso variando de 4,01 + 0,39 a 6,3 + 0,54 pg/mL para A549 em suas preparac¢des (VAN et al.,
2016), caracterizando Clso menor que a aqui encontrada, mas salientando variagfes que podem
ocorrer; e, apesar das variacOes na Clsg identificadas na literatura, a Clso esteve dentro do que é
considerado promissor para a oncologia (Clso <30 pg/mL).

Atividade citotoxica dose dependente no OECC foi evidenciada frente a linhagem da
Ab549, identificando sua atuacdo na parada do ciclo celular e inducéo de apoptose celular por
alteracdo em proteinas regulatérias de morte celular, como a caspase-3, Bax e Bacl-2 e,
principalmente, através da ativagcdo da proteina p53 — que corresponde a um dos primeiros
resultados frente o tratamento com o 6leo essencial do C. citratus (ABDULHASAN, 2021).

Na avaliacdo da atividade antiproliferativa do OECC e do seu constituinte majoritario, o
citral, frente o cancer de pulmao de pequenas células, identificou-se, por exemplo, que o OECC
e o citral atuam na inibicdo da reproducéo e sobrevivéncia de pequenas células, principalmente,
por atuar impedindo que proteinas da familia Src de tirosina quinases ndo receptoras (SRC-TK)
realizem a fosforilacdo da via de sinalizacdo da Stat3 (Signaling Transducer and Activator of
Transcription 3) - via também envolvida em processos de morte celular -, reduzindo assim a
expressdo de genes antiapoptéticos, como o Bcl-xL e Mcl-1, e suprimindo a proliferacdo das
células tumorais (MARUOKA et al., 2018; ABDULHASAN, 2021).

No melanoma, ensaio citotoxico com a linhagem da B16-F10 identificou que o citral
apresenta efeitos antiproliferativos e citotdxicos frente a linhagem tumoral e ensaios de morte

celular identificaram que o citral foi capaz de induzir apoptose, necrose e autofagia celular e
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que a inducdo de apoptose pelo citral pode associar-se, principalmente, a indugéo de estresse
oxidativo; o citral atuou na inducdo de estresse oxidativo, em lesdes de DNA e translocacao
nuclear de p53, aléem da reducdo dos niveis de o0xido nitrico e fator nuclear kappa B, ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinase 1/2) e AKT (Serina-treonina cinase AKT), influenciando
a apoptose celular (SANCHES et al., 2017).

A capacidade do citral atuar na elevacdo de niveis da p53 também foi anteriormente
relatada (DUERKSEN-HUGHES, YANG, OZCAN, 1999), podendo sugerir que a elevacdo da
p53 pode relacionar-se a inducdo do estresse oxidativo observado no tratamento com o citral
em linhagens tumorais (KAPUR et al., 2016).

Atividade citotoxica alta frente a linhagem da B16-F10 foi encontrada para o citral e para
0 OECC e, apesar de que dados sobre a atividade citotoxica do OECC frente a linhagem da
B16-F10 ndo foram identificados na literatura, sugere-se que mecanismos relacionados a
atividade citotoxica do OECC podem estar relacionados a aqueles induzidos por seu
constituinte majoritario, o citral.

Além disso, salienta-se que 6leos essenciais podem ser citotoxicos em linhagens tumorais
humanas e animais e, apesar de ndo ter sido identificada atividade citotoxica do OECC em
linhagem da B16-F10 na literatura - linhagem de melanoma de origem animal -, dados na
literatura descrevem a identificacdo de atividade citotoxica do OECC em melandcitos humanos
(SK-MEL-28) (KPADONOU et al., 2022) e reducdo da viabilidade e proliferacdo de células
tumorais de melanoma humano (SK-MEL 147) ao atuar na inducéo de processos de apoptose,
necrose e autofagia (VILLAVERDE et al., 2013), identificando atividade citotoxica do OECC
em linhagens humanas.

A identificacdo do papel do OECC na inducéo de necrose, apoptose e autofagia celular
reforca a hipotese de que o citral pode ser importante na atividade citotoxica do OECC em
neoplasias malignas da pele, visto que processos de necrose, apoptose e autofagia também
foram identificados na atividade citotoxica do citral frente a linhagem da B16-F10 (SANCHES
etal., 2017).

A necrose, a apoptose e a autofagia sdo processos de morte celular que podem estar
presentes em células tumorais. A necrose esta associada, principalmente, ao aumento do volume
celular, ruptura da membrana celular e perda de contetdo; a autofagia esta relacionada a uma
via de degradacéo celular amplamente conservada, e a apoptose, ou morte celular programada,
é a principal responsavel pela homeostase do organismo (CHAABANE et al., 2013).

Salienta-se que, apesar do citral apresentar Clso > 4 pg/mL, ou seja, Clso maior do que é
considerado promissor na oncologia (RODRIGUES et al., 2015; DA SILVA et al., 2016), o
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constituinte isolado apresentou atividade citotdxica alta frente a linhagens tumorais, fator que
deve ser considerado para realizacdo de novos estudos in vitro e in vivo.

Os dados apresentados salientam que, apesar de atividade citotoxica fraca ter sido
encontrada para 0 EACC em linhagens tumorais, 0 OECC e seu constituinte majoritario
apresentam atividade citotoxica alta. Além disso, Clso promissora para oncologia foi
identificada no tratamento com OECC nas linhagens da A549 e B16-F10, e, considerando a
importante atividade citotoxica encontrada dos tratamentos com citral, mecanismos citotoxicos
presentes no OECC podem estar relacionados a este constituinte majoritario.

A presenca de citotoxicidade frente a linhagens tumorais é fundamental para identificacéo
de novas drogas antitumorais; no entanto, considerando que uma das principais limitacfes da
quimioterapia é a auséncia de especificidade celular, aspecto fundamental a ser considerado na
descoberta de novas drogas € a especificidade celular e a toxicidade de potenciais novas drogas
frente a células ndo tumorais, que incluem, por exemplo, a avaliacdo da presenca de atividade
hemolitica em eritrocitos.

No presente estudo, a avaliacdo da atividade hemolitica do EACC, OECC e do
constituinte isolado citral frente a eritrocitos evidenciou que o EACC apresentou toxicidade
leve em eritrdcitos na concentracdo de 1000 pg/mL e que o OECC e o citral apresentaram
toxicidade em eritrocitos nas concentrac@es de 500 e 1000 pg/mL, com auséncia de toxicidade
observada apenas na concentracao de 125 pg/mL.

Ensaios de hemdlise geralmente correspondem ao primeiro parametro de toxicidade
avaliado (GRECO et al., 2020) e a atividade hemolitica esta relacionada a capacidade de
determinado composto ser toxica a membrana eritrocitaria.

A toxicidade a eritrocitos pode ser decorrente de diferentes fatores, como através da
inducdo de estresse oxidativo e reducdo de antioxidantes endogenos (BUKOWSKA;
KOWALSKA, 2004) e a formacgédo de poros e alteracdo da permeabilidade da membrana
eritrocitaria, dependente ou independente de colesterol (HU; KONOBI; TACHIBANA; 1996;
VO; FUKUSHIMA; MURUNAKA, 2016).

Atividade hemolitica no EACC foi identificada apenas em concentragdo mais elevada,
sugerindo que em concentracGes mais baixas 0 EACC ndo apresente toxicidade em eritrocitos.
A reduzida toxicidade em eritrocitos frente ao tratamento com extratos do C. citratus foi
identificada anteriormente, identificando-se, por exemplo, que o C. citratus atuou na
estabilidade osmatica de eritrocitos, que poderia estar associada a presenca de flavonoides em

sua composi¢do ou a prevencdo da lipoperoxidacdo (FREITAS et al., 2008).
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O éacido clorogénico, identificado como presente no EACC, é um importante antioxidante
conhecido e ja foi associado a importante atividade protetora em eritrocitos, atuando como um
estabilizador da membrana eritrocitaria frente a formacdo de radicais livres (TANG; LIU,
2008), sugerindo que o &cido clorogénico pode estar associado a reduzida atividade hemolitica
encontrada para o EACC.

A presenca de atividade hemolitica identificada no 6leo essencial do C. citratus e no
constituinte isolado citral € um importante fator a ser considerado e tem representado alvo de
diferentes estudos. Atividade hemolitica foi identificada na literatura para o éleo essencial do
C. citratus (REZENDE et al., 2017; DA SILVA et al., 2018; HACKE et al., 2022) e para 0
constituinte isolado citral (TAMIR et al., 1984; HACKE et al., 2022).

Atividade hemolitica do OECC nas concentra¢des utilizadas no presente estudo, é pouco
discutida na literatura. No entanto, estudo anteriormente realizado para avaliacao de atividade
hemolitica do OECC nas concentra¢fes de 125 a 4000 pg/mL identificou porcentagem de
atividade hemolitica ndo téxica em concentracdes <500 pg/mL (DA SILVA et al., 2019),
diferindo dos achados do presente estudo, em que toxicidade leve a membrana eritrocitaria
ainda foi visualizada na concentragdo de 250 pg/mL.

Adicionalmente, apesar de maior atividade hemolitica ter sido evidenciada para o OECC,
salienta-se que o citral, como constituinte majoritario, pode apresentar importante papel na
atividade hemolitica do OECC, visto que o papel da atividade hemolitica do citral foi levantado
na literatura, com a identificacdo de atividade hemolitica do citral mesmo em baixas
concentracOes; de forma que sua associagdo e mecanismos relacionados podem incluir, por
exemplo, a deplecdo de antioxidantes, como a glutationa, e/ou atuacdo de radicais livres e
estresse oxidativo (TAMIR et al., 1984).

Os dados encontrados evidenciam que, em ensaios in vitro, 0 EACC apresentou atividade
citotoxica fraca frente a linhagens tumorais e presenca de toxicidade a eritrécitos apenas em
concentragcbes => 1000 pg/mL e que, apesar do OECC apresentar atividade citotoxica
promissora frente as linhagens tumorais da A549 e da B16-F10, também apresentou toxicidade
em eritrocitos em concentragbes => 500 pg/mL, atividades biologicas que podem estar
relacionadas a seu constituinte majoritario, o citral.

A avaliagdo da atividade antitumoral in vivo do EACC, OECC e do constituinte isolado
citral é descrita em diferentes estudos (BIDINOTTO et al., 2010; BIDINOTTO et al., 2012;
PHILION et al., 2017; NIGJEH et al., 2019; NGUYEN et al., 2019); no entanto, estudos que
descrevam aspectos sobre a associacdo de extratos e 0leos essenciais do C. citratus ainda séo

escassos na literatura, salientando a importancia do objetivo principal do estudo, a investigacdo
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da associacdo entre o extrato aquoso e do 6leo essencial do C. citratus com o antineoplasico 5-
fluorouracil na resposta antitumoral em camundongos com Sarcoma 180.

A avaliacdo da associacdo do EACC e do OECC com o antineoplasico 5-FU no tumor
experimental Sarcoma 180 € de grande relevancia; visto que canceres 0sseos, como sarcoma
0sseo, sdo responsaveis por cerca de 3 a 8% de neoplasias malignas entre individuos de 0 a 19
anos e de 3% entre jovens adultos de 0 a 29 anos e, apesar de melhorias advindas do tratamento,
ainda representa uma das causas de mortalidade nesta faixa etaria (RAINUSSO; WANG,;
YUSTEIN, 2013; BALMANT et al., 2019).

Ademais, apesar dos dados encontrados estarem relacionados a modelo Unico in vivo,
com informacdes que poderiam ser mais direcionadas a sarcomas, o 5-FU é um antineoplasico
amplamente utilizado em outros tipos de canceres e tumores sélidos, como o cancer de mama
e o cancer colorretal (SETHY; KUNDU, 2021).

Dessa forma, os achados sobre aspectos das associagdes entre 0 5-FU e 0 EACC, OECC
e 0 constituinte isolado citral no S180 poderao direcionar a realiza¢do de estudos comparativos,
que visem identificar se os dados identificados poderiam ser encontrados em outros tipos de
canceres, além de levantar indicios importantes sobre sua associagdo com plantas medicinais.

A inibicdo tumoral do tumor experimental S180 frente a utilizagdo do EACC, OECC e
do constituinte isolado citral identificou que os compostos ndo apresentaram atividade
antitumoral significativa em relacdo ao controle negativo e que, ao serem associados ao 5-FU,
ndo houve interferéncia significativa frente a inibicdo tumoral realizada pelo 5-FU, nas doses
avaliadas.

Desse modo, apesar de atividade antitumoral do extrato do C. citratus ja ter sido
identificada em modelos in vitro, como para linhagens de Leucemia mielomonocitica cronica,
Linfoma histiocitico ndo Hodgkin e linfomas de Hodgkin, e em modelo in vivo de xenoenxertos
de linfoma ndo-Hodgkin, frente a utilizacdo de extrato etandlico (PHILION et al., 2017) e na
reducdo de xenoenxertos de cancer de préstata frente a administracdo de extrato etandlico por
via oral (NGUYEN et al., 2019), atividade antitumoral in vitro e in vivo néo foi identificada
para o EACC.

Preparacdes em extrato do C. citratus podem apresentar atividades biologicas distintas
em ensaios in vitro e in vivo; ademais, a via de administracdo utilizada também pode representar
um fator limitante a avaliagcdo de efeitos farmacologicos de plantas medicinais; visto que a
farmacocinética pode influenciar diretamente na eficacia, por exemplo, de compostos com
recursos de ervas (SUN et al., 2019).
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Desse modo, apesar da via oral ter sido considerada promissora para administracdo do
extrato do C. citratus frente a inibicdo do infoma ndo-Hodgkin (PHILION et al., 2017), sugere-
se a importancia da avaliacdo de outras vias de administracdo para avaliacdo de efeitos
farmacoldgicos antitumorais e associativos do EACC em modelos in vivo.

Além disso, apesar de ndo ter sido identificada associacéo significativa do EACC com o
antineoplasico 5-FU em relacdo a inibicdo tumoral, sua associacdo com outros agentes
quimioterapicos deve ser considerada, visto que a utilizacdo do extrato do C. citratus isolado
ou em combinagdo com o docetaxel frente a linhagem tumoral do céncer de prostata, por
exemplo, identificou efeitos antitumorais e associativos com antineoplésico, evidenciando
melhoria na atividade quimioterapica do docetaxel (GOMES et al., 2021).

InteracBes entre o extrato do C. citratus e os antineoplasicos que compdem o protocolo
FOLFOX — combinacéo de &acido folinico (leucovorina), 5-fluorouracil e oxaliplatina — e com
0 antineoplasico Taxol no cancer de colon evidenciaram que, em analises in vitro, o extrato ndo
influenciou na atividade do Taxol, mas resultou em maior inducdo apoptotica do protocolo
FOLFOX frente ao cancer de cdlon; in vivo, a combinacdo com o protocolo FOLFOX
identificou que o extrato atuou na redugdo do modelo tumoral e aumentou sua eficacia
(RUVINOV et al., 2019), diferindo do aqui encontrado em relagdo ao uso do 5-FU de forma
isolada.

A presenca de atividade citotoxica in vitro para o OECC e para seu constituinte
majoritario, o citral, e a auséncia de atividade antitumoral in vivo, pode estar relacionada,
inicialmente, a utilizacdo de modelos distintos para avaliacdo; no entanto, também reforca a
importancia da realizacdo de estudos com diferentes vias de administracdo do OECC e do citral,
para identificacdo de vias promissoras a serem utilizadas na oncologia.

A via de escolha para administracdo de farmacos requer a compreensdo da
farmacocinética da droga; nesse sentido, dados sobre o metabolismo do C. citratus apontam
que seus constituintes sdo geralmente absorvidos de forma rapida ap6s administragcdo por via
oral, pulmonar e dérmica e que alguns metabolitos secundarios, apds absorcao pelo intestino
delgado, podem sofrer processos de oxidacao, glucuronidacdo, sulfatacdo e/ou metilacdo, sendo
posteriormente excretados pela urina, fezes ou exalados como CO; (EKPENYONG; AKPAN;
NYOH, 2015).

Nesse sentido, apesar de atividade citotdéxica do OECC ter sido identificada no presente
estudo e em outros estudos em modelos in vitro, como o cancer de prostata e o glioblastoma
(BAYALA et al., 2018) e em modelos animais, como o cancer de mama (ROJAS-ARMAS et
al., 2020) e na protecdo de lesdes mamarias induzidas por N-metil-N-nitrosourea (MNU)
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(BIDINOTTO et al., 2012), a administragdo oral do OECC no modelo experimental S180, ndo
influenciou significativamente na inibicdo tumoral nas doses utilizadas.

A administragédo de polissacarideos do C. citratus por via intraperitoneal frente ao S180
para avaliagdo da atividade antitumoral e imunomoduladora identificou, por exemplo, que
houve inibicdo significativa do crescimento tumoral, melhorando a imunidade dos
camundongos de forma dose-dependente (BAO et al., 2014).

Nesse sentido, a administracdo do OECC por outras vias de administracdo pode
apresentar resultado positivo frente a inibi¢do tumoral ao ser utilizado de forma isolada ou em
associacdo com antineoplasicos. E, apesar de dados da associacgdo do OECC com
antineoplasicos ndo ter sido identificada na literatura, a avaliacdo da associacdo do OECC frente
drogas antineoplasicas € fundamental, visto que sua associacdo com farmacos de outras classes
tem mostrado resultados promissores, como frente sua associacdo com o antifungico nistatina
em candidiase oral de pacientes oncoldgicos (PAIVA et al., 2022)

Potencial atividade antitumoral tem sido identificada para o citral, constituinte majoritario
do OECC, relacionadas, por exemplo, a mecanismos de inducédo do estresse oxidativo e lesGes
no DNA (BAILLY, 2020).

Ensaios in vitro e in vivo com o citral tem identificado que o constituinte isolado apresenta
atividade antitumoral frente ao cancer de mama, com efeitos potencializados em nanoparticulas,
de forma que o encapsulamento do citral em nanoparticula melhorou a bioeficacia do
constituinte por via oral (NORDIN et al., 2020), sugerindo que a administracao do citral por
via oral no presente estudo também pode ter influenciado em sua eficacia.

O citral tem apresentado importante atividade antitumoral descrita e, além da
administracdo por via oral, o tempo de tratamento também corresponde a uma variavel que deve
ser considerada; estudo realizado para avaliagdo de atividade antitumoral do citral em
xenoenxerto mamario, por exemplo, na dose de 50 mg/kg/dia — também utilizada no estudo —
identificou reducdo de 50% do tumor apds 2 semanas de tratamento com citral, comparado ao
controle negativo (NIGJEH et al., 2019). Desse modo, vias de administracdo e o tempo de
tratamento poderiam influenciar, por exemplo, na associacdo com antineoplasicos.

Apesar da associacdo do citral com o 5-FU néo ter influenciado na inibicdo tumoral do
S180, outros modelos tumorais devem ser considerados, visto que em modelo de xenoenxerto
colorretal utilizado para avaliar a eficacia do tratamento combinado do citral com a
pirarrubicina em quimioperfusdo intraperitoneal hipertérmica, identificou-se que o citral foi um
aditivo eficaz na terapia (FANG et al., 2017). E, sendo o citral o constituinte majoritario do

OECC, potencial associacdo do OECC também deve ser avaliada.
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Dessa forma, os dados encontrados evidenciaram que em modelo in vivo 0o EACC, OECC
e o constituinte isolado citral ndo apresentaram atividade antitumoral frente ao S180;
adicionalmente, ao ser associado ao antineoplasico 5-FU, ndo influenciaram na inibi¢do tumoral
pelo antineoplasico. No entanto, apesar de ndo influenciarem no crescimento ou reducgdo
tumoral, aspectos toxicologicos também devem ser considerados frente a utilizacdo
concomitante de antineoplésicos e plantas medicinais.

A toxicidade de uma droga esté relacionada ao grau que determinada substancia/mistura
pode causar danos ao organismo (RILEY; KOHUT, 2010; CAMPBELL, 2020).

Nesse sentido, considerando que alteragcdes na massa corporea, na ingesta de agua e no
consumo de racdo podem ser um dos primeiros fatores a indicarem presenca de toxicidades
relacionadas a associagdo do EACC, OECC ou do constituinte isolado citral com o
antineoplasico 5-FU, ao indicarem a possivel presenca de alteragbes gastrointestinais,
corresponderam aos primeiros parametros avaliados.

Na avaliacdo dos parametros, evidenciou-se que a associacdo do EACC e do constituinte
isolado citral com o 5-FU ndo resultou em alteracGes na massa corpdrea, consumo de racdo e
ingesta de agua; no entanto, alteracdo na ingesta de 4gua foi observada na associa¢do do OECC
50 mg/kg/dia com o 5-FU.

Nos tratamentos realizados, aumento da massa corpérea foi evidenciado, principalmente,
nos grupos tratados sem a utilizacdo do 5-FU, com diferenca significativa em relacdo ao
controle sem tumor; e, considerando que reducdo tumoral foi encontrada nos grupos tratados
na presenca do 5-FU — além de ganho da massa corpdrea sem diferenca em relacdo ao grupo
sem tumor -, 0 aumento da massa corpdrea evidenciado pode estar associado ao crescimento
tumoral do S180.

Reducdo da massa corpérea induzida pelo 5-FU e alteragcGes em habitos alimentares é
encontrada na literatura (CAO et al., 2014), podendo justificar alteragdes no consumo de ragao
e agua encontradas.

Desse modo, diferencas significativas no consumo de ragdo e ingesta de agua entre 0s
grupos foram encontradas, principalmente, em relacdo ao controle negativo sem tumor ou com
tumor, com reducéo do consumo de racao e ingesta de agua especialmente no grupo 5-FU.

No entanto, a associacdo do OECC 50 mg/kg/dia e o 5-FU demonstrou que os habitos de
ingesta de agua podem ter sido preservados frente a associacdo, visto que diferenca foi
encontrada em relagdo ao controle positivo com tumor (tratado com 5-FU), que apresentou
reducdo da ingesta de agua; no entanto, ndo houve diferenca em relacdo ao controle negativo

com tumor.
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Reducdo da ingesta de agua € comumente visualizada em grupos tratados com 5-FU
(AMARAL, 2018); desse modo, a reducdo da ingesta de agua frente ao tratamento com 5-FU
pode ter sido atenuada pela associagcdo do OECC 50 mg/kg/dia com o 5-FU.

Nesse sentido, a associacdo do EACC, OECC ou do constituinte isolado citral ndo foi
capaz de influenciar negativamente em alteragdes nos grupos avaliados, apresentando boa
tolerancia em sua administracdo. A boa tolerancia da administracdo do extrato do C. citratus ja
foi descrita, por exemplo, em relacdo a massa corpdrea ao ser associada com antineoplasicos
(RUVINOQV et al., 2019).

Alteracdes no metabolismo de drogas antineoplasicas podem resultar em reducéo da
resposta terapéutica e aumento de toxicidades (BERTHOLEE; MARING; KUILENBURG,
2017), podendo influenciar também na massa dos 6rgdos e em parametros bioguimicos e
hematoldgicos — também avaliados no presente estudo.

Orgdos que podem ter sua fisiologia alterada frente a utilizagdo de antineoplésicos
incluem o figado, rins e baco (ANDRADE et al., 2016), tornando fundamental sua avaliacdo
frente a associacdo EACC, OECC ou do constituinte isolado citral com o 5-FU.

Os resultados encontrados identificaram que a associagdo do EACC, OECC e do
constituinte isolado citral com o antineoplésico 5-FU ndo influenciou significativamente na
massa hepatica, renal e esplénica, quando comparado ao tratamento isolado com o 5-FU.

A metabolizacdo do 5-FU € realizada, principalmente, no figado; ademais, danos
hepaticos sdo descritos como presentes frente ao tratamento com o 5-FU, favorecendo a
ocorréncia de hepatotoxicidades (GELEN et al.,, 2017). Por outro lado, propriedades
hepatoprotetoras ja foram descritas em relagdo ao C. citratus (ERAJ; SARFARAZ;
USMANGHANI, 2016; UCHIDA et al., 2017).

Os tratamentos realizados identificaram que, apesar de ndo terem sido identificadas
alteracGes na massa hepatica frente a associacdo do EACC, OECC e do constituinte isolado
citral com o antineoplésico 5-FU, reducdo da massa hepética foi identificada no tratamento com
OECC na dose de 50 mg/kg/dia associada ao 5-FU e nos tratamentos do Citral 25 e 50 mg/kg/dia
associados ao 5-FU, em relacdo ao controle negativo com tumor, mas sem diferenca
significativa em relacdo ao 5-FU - que também apresentou reducdo da massa hepatica em
relacdo ao controle negativo com tumor.

Nesse sentido, atencéo deve ser dada frente a utilizacdo de doses mais elevadas de OECC
e do constituinte isolado citral, visto que se a redugdo do tamanho do figado estiver associada
a condi¢des que resultem na reducdo do fluxo sanguineo hepéatico e no comprometimento em

relacdo ao metabolismo de drogas, pode favorecer a maior biodisponibilidade da droga e a
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ocorréncia de toxicidades. Desse modo, para avaliagdo da presenca de lesGes hepaticas,
dosagem bioquimica foi realizada.

Analise bioquimica identificou que parametros hepéaticos ndo foram alterados frente a
associagdo do EACC, OECC ou do constituinte isolado citral com o antineoplésico 5-FU.

Elevacdo de AST foi identificada nos grupos com S180, em relagéo ao controle negativo
sem tumor; no entanto, salienta-se que a elevacdo de AST pode ndo estar associada a danos
hepaticos e sim ao crescimento tumoral do S180, visto que AST também esta presente em
musculos esqueléticos e cardiacos, além de rins, pancreas e eritrocitos, sendo sua elevacao
anteriormente identificada no S180 (AMARAL et al., 2020).

A reducdo de AST identificada em grupos tratados na presenca do 5-FU fortalece a
concepcao de que niveis elevados de AST podem estar relacionados ao S180, considerando que
frente a inibicdo do crescimento tumoral na utilizagdo do 5-FU, a elevacgéo dos valores de AST
foi atenuada; dado também identificado anteriormente (AMARAL et al., 2020).

No protocolo experimental com o EACC, reducdo da FA também foi identificada nos
grupos com S180, em relacdo ao controle negativo sem tumor, fator que também pode estar
relacionado a presenca do S180.

A fosfatase alcalina é liberada, principalmente pelo figado (LOWE; SANVICTORES;
JOHN, 2022), mas também estd presente em outros tecidos, como tecido 6sseo, endotélio
vascular, tabulos renais, epitélio biliar, superficie mucosa das vias aéreas, cérebro e foliculos
pilosos (FONTES et al., 2018).

A fosfatase alcalina é um importante indicador para distarbios hepéticos e 6sseos
(KANG; DO; KIM, 2021). Em modelo de tumor ascitico do S180, niveis reduzidos de FA foram
identificados anteriormente, devido a presenca de aspectos pouco conhecidos e relacionados a
inducdo de reabsorcdo Ossea (SUZUKI; YAMADA, 1991); desse modo, considerando que
sarcomas podem acometer tecidos moles e 6sseos (VOLTAN; BAPTISTA; ETCHEBEHERE,
2021), alteragdes na FA podem ser decorrentes da formacéo e agressividade do S180.

No protocolo experimental com o OECC, parametros hepaticos também identificaram
reducdo de ALT nos grupos tratados com a associacdo do OECC com o 5-FU em relacdo ao
controle negativo com tumor, mas sem diferenca em relagcdo ao grupo tratado apenas com 5-
FU.

A ALT esta presente principalmente no figado; dessa forma, apesar de ser encontrada em
niveis mais reduzidos na musculatura esquelética, a elevagdo de ALT estd relacionada,
principalmente, a lesdes hepaticas (GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005). Nesse sentido, a
reducdo dos niveis de ALT presentes na associagdo do OECC com o 5-FU podem sugerir
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potencial atividade hepatoprotetora do OECC, embora ndo tenha sido observada diferenca
estatistica com o grupo tratado apenas com 5-FU.

Parametros renais identificaram que nao houve diferenca significativa em relacdo a massa
dos rins entre os grupos, sugerindo que a associa¢cdo do EACC, OECC ou do constituinte
isolado citral ndo interfere na massa renal. No entanto, alteracdes em parametros bioquimicos
renais foram identificados frente a associacdo com o 5-FU, sugerindo que alteracdes renais
podem ter ocorrido em virtude da associacéo.

O acido urico €é considerado um residuo inerte do metabolismo das purinas, sintetizado
por 6rgdos como figado e rins; niveis elevados de acido Urico tém sido associados, por exemplo,
a disturbios renais e cardiovasculares (MUKHOPADHYAY et al., 2019). No presente estudo,
a associacdo do EACC com o antineoplasico 5-FU identificou elevacao dos valores de acido
drico no grupo tratado na dose de 100 mg/kg/dia associado ao 5-FU, em relacdo ao controle
positivo (5-FU).

Niveis elevados de acido urico foram identificados no grupo tratado apenas com 100
mg/kg/dia de EACC, em relacéo ao controle negativo sem tumor; no entanto, quando associado
ao 5-FU, a elevacdo do acido urico foi potencializada. Os dados sugerem que doses elevadas
de EACC podem resultar na elevagao de acido urico e que, quando associado a antineoplasicos,
elevacdo dos niveis de acido Urico pode ser potencializada.

No entanto, para identificacdo de potenciais lesdes renais, outros parametros devem ser
avaliados; desse modo, reducéo dos niveis de creatinina foram identificados nos grupos em que
se realizou a associagdo do EACC com o 5-FU, em relacdo ao grupo 5-FU - que apresentou
niveis mais elevados de creatinina sérica.

Reducdo de parametros bioquimicos renais ja foi identificada anteriormente, sugerindo
que o extrato do C. citratus pode desempenhar papel nefroprotetor; o estudo observou que 0
tratamento de ratos com cisplatina elevou niveis de parametros bioquimicos renais, ao passo
que o tratamento com o extrato do C. citratus reduziu os parametros avaliados (HAGGAG,
2015).

Efeito nefroprotetor do extrato do C. citratus também foi observado ao ser associado com
o farmaco gentamicina; de forma que o extrato apresentou papel protetor frente as alteracdes
induzidas pela gentamicina, ao influenciar, por exemplo, no peso corporal, na creatinina sérica,
no acido arico seérico, eletrolitos séricos, volume urinario, proteina urinaria, lactato
desidrogenase urinaria e fosfatase alcalina (ULLAH et al., 2013).

Dessa forma, apesar da elevacao dos niveis de acido urico na dose de 100 mg/kg/dia frente

a associacdo com o 5-FU, papel nefroprotetor pode ser sugerido para o EACC, visto que o grupo
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tratado apenas com o antineoplasico apresentou niveis mais elevados de creatinina, elevacédo
que foi atenuada frente a associacdo com o EACC de 50 e 100 mg/kg/dia — sem diferenca entre
as doses.

Nos grupos tratados com OECC ou com o constituinte isolado citral, diferenca
significativa em pardmetros renais foram presentes apenas em relagdo a ureia, em comparagao
ao controle negativo sem tumor - identificando-se reducdo dos valores de ureia entre 0s grupos
com S180. No entanto, a associacdo do OECC ou do constituinte isolado citral com o
antineoplasico 5-FU ndo influenciou em parametros bioquimicos renais entre 0s grupos.

Na avaliacdo do bago, redugéo da massa esplénica foi identificada em todos os grupos
tratados na presenca do 5-FU. A relacdo entre a reducdo da massa esplénica e tratamentos com
antineoplasicos, como o 5-FU, tem sido identificada em estudos anteriormente realizados
(SANTOS, 2018; AMARAL et al., 2020).

Adicionalmente, por ser um 0rgéo associado ao sistema imune e atuar no armazenamento
de células de defesa, uma das marcas frente o tratamento com 5-FU é a leucopenia, ou seja, a
reducdo de leucocitos que pode favorecer a imunossupressao (VANDERVEEN et al., 2020).

No presente estudo, a avaliacdo de parametros hematoldgicos leucocitarios identificou-se
que a leucopenia foi observada em todos os grupos tratados na presenca do 5-FU, sem diferenca
entre os grupos tratados apenas com o 5-FU e os grupos com a associa¢édo do EACC, OECC ou
do constituinte isolado citral com o 5-FU. Salienta-se que reducdo de leucécitos foi encontrada
apenas na presenga do 5-FU.

Ciclos repetidos de 5-FU ja foram associados a prejuizo na funcdo de linfécitos T,
salientando a importancia do inicio precoce da imunoterapia como forma de melhorar o efeito
antitumoral da terapéutica oncolégica (WU et al., 2016).

AlteracBes percentuais em analise diferencial de leucocitos também é identificada frente
ao tratamento com 5-FU, principalmente em relacdo a neutréfilos e linfocitos, com identificacao
de reducdo de neutrdfilos e elevacdo de linfécitos nos grupos tratados na presenca do 5-FU
(AMARAL et al., 2020). Os achados do estudo em relacéo a analise diferencial de leucocitos
corroboram o descrito na literatura.

O baco, em associacdo a medula 0ssea e ao figado, também pode atuar na homeostase
hematopoiética (WOLBER et al., 2002) e, considerando que tratamentos com antineoplasicos
podem, adicionalmente, associar-se a supressao da medula 6ssea e resultar em mielotoxicidade,
alteragdes em seu metabolismo devido a associagdes com plantas medicinais podem

influenciar, por exemplo, na supresséo direta ou indireta de eritrocitos (BARRETO et al., 2014).
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A avaliacdo de pardmetros hematoldgicos eritrocitérios identificou que a associacdo do
EACC, OECC ou do constituinte isolado citral com o antineoplasico 5-FU nao influenciou
significativamente nos parametros avaliados. No entanto, no protocolo experimental com o
EACC, reducdo do numero de eritrdcitos frente ao tratamento com 5-FU foi evidenciada nos
grupos tratados com 5-FU ou com a associagédo do 5-FU com o EACC.

Os grupos tratados frente a associacdo do EACC com o 5-FU também apresentaram
reducdo de hemoglobina e de hematocrito, mas sem diferenca significativa com o grupo 5-FU,
sugerindo que a associacdo do EACC com o antineoplasico ndo interferiu em parametros
eritrocitarios.

Nesse contexto, os dados encontrados identificaram que em modelo in vivo, a associacao
do EACC, OECC e do constituinte isolado citral com o 5-FU ndo influenciou na inibicéo
tumoral do S180.

No entanto, parametros toxicoldgicos identificaram que: a associa¢do do EACC com o
5-FU ndo influenciou na massa corporea, nos habitos de ingesta de dgua e de consumo de ragéo,
na massa dos 6rgdos e em parametros hematoldgicos eritrocitarios e leucocitarios; no entanto,
parametros bioquimicos identificaram que ndo houve influéncia em parametros hepaticos, mas
0s parametros renais de acido Urico e creatinina foram alterados frente a associacdo do EACC
com o 5-FU, com elevacgdo do &cido Urico frente a associacdo de 100 mg/kg/dia do EACC com
0 5-FU e reducdo da creatinina frente a associacdo do EACC 50 e 100 mg/kg/dia do EACC com
0 5-FU, sem diferenca entre as doses.

Parametros toxicolégicos frente a associacdo do OECC ou do constituinte isolado citral
com o 5-FU identificaram que: a associacdo do OECC ou do constituinte isolado citral com o
5-FU ndo influenciou na massa corporea, no habito de consumo de racdo, na massa dos 6rgaos
e em parametros bioquimicos e hematologicos eritrocitarios e leucocitarios; no entanto, o
tratamento com OECC 50 mg/kg/dia associado ao 5-FU pode ter preservado os habitos de
ingesta de &gua, quando comparado ao 5-FU isolado no tumor experimental S180.

As limitacGes do estudo corresponderam a sua realizacdo em modelo Unico experimental
e com a utilizacdo de Unica via da administracdo; no entanto, a realizacdo do estudo frente ao
S180 justifica-se por sua ampla utilizacdo para avaliagdo de propriedades antitumorais e
associativas entre produtos naturais e antineoplasicos, trazendo também importantes indicios
sobre o antineoplasico 5-FU, amplamente utilizado na oncologia. Adicionalmente, a utilizagdo
da via oral para administragdo justifica-se por representar a principal via de administragdo

utilizada por pacientes oncoldgicos, que nortearam a realizacdo do estudo.
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A ndo realizacdo de anélises comparativas entre 0 extrato aquoso do C. citratus e o acido
clorogénico, identificado como principal constituinte em andlise cromatografica, também
representou uma limitacdo. No entanto, a ndo realizacdo justifica-se pela dificuldade na
obtencgédo de padrdes internos de constituintes bioativos a serem utilizados para identificagéo
dos constituintes presentes no EACC em anélise cromatografica.

Importantes aplicacBes praticas estdo relacionadas aos achados, visto que os dados
encontrados direcionam profissionais quanto a orientagfes que devem ser prestadas aos
pacientes oncoldgicos em relacdo ao uso de produtos naturais associados a antineoplésicos e
direcionam a conduta terapéutica ao salientar que préaticas alternativas por pacientes podem
influenciar diretamente no efeito terapéutico de antineoplasicos, influéncias que devem ser
conhecidas e consideradas.

As informacOes levantadas também direcionam a importancia de que os pacientes
oncoldgicos tenham o conhecimento sobre a necessidade de comunicar 0 uso de produtos
naturais em conjunto a terapéutica oncolégica, e que seu uso pode trazer efeitos maléficos para
a atividade do antineoplésico e para o curso da doenca; além de direcionar a importancia de
novos estudos in vitro e in vivo com produtos naturais e antineoplasicos.

Ademais, frente a riqueza da flora brasileira, os achados direcionam e estimulam a
realizacdo de novos estudos para avaliacdo de diferentes propriedades farmacoldgicas de
produtos naturais, como a presenca de propriedades antioxidantes e quimiopreventivas que

poderiam ser benéficas a oncologia.
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7 CONCLUSAO

Diante dos achados sobre a associagdo do extrato aquoso e do 6leo essencial do C. citratus
com o antineoplésico 5-fluorouracil, concluiu-se que a associa¢do do extrato aquoso nas doses
de 50 e 100 mg/kg/dia e do 6leo essencial do C. citratus nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia ndo
influenciou significativamente na inibicdo tumoral do tumor experimental Sarcoma 180 nos
animais tratados com o 5-FU.

No entanto, a avaliagdo de pardmetros toxicologicos da associacdo identificou que a
associacdo do extrato aquoso do C. citratus com o 5-FU influenciou a alteracdo de parametros
bioquimicos renais, observando-se elevacdo de &cido Urico na associacdo da dose de 100
mg/kg/dia com o 5-FU e reducdo da creatinina na associacdo das doses de 50 e 100 mg/kg/dia
com o 5-FU, sugerindo que a associacdo do extrato aquoso do C. citratus com o 5-FU pode
apresentar papel nefroprotetor.

Por sua vez, a associacao do 0leo essencial do C. citratus na dose de 50 mg/kg/dia com o
5-FU influenciou em parametros toxicoldgicos de ingesta de agua, apresentando efeito
sugestivo de preservacgdo nos habitos de ingesta de agua frente ao tratamento com 5-FU.

Dessa forma, considerando que o 5-FU é um importante antineoplésico utilizado na
oncologia, os dados encontrados podem ampliar o olhar de pesquisadores e profissionais frente
a sua utilizacdo concomitante com preparacdes e isolados do C. citratus, direcionando as
condutas e orientagdes na terapéutica oncologica e na formacdo de futuros profissionais.
Adicionalmente, sugere-se a necessidade da realizacdo de estudos in vitro e in vivo mais amplos

para avaliacdo de aspectos associativos da espécie C. citratus com antineoplasicos.
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APENDICES
APENDICE A

CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Periodo de execucdo: agosto de 2018 a julho de 2022.

Quadro 1. Cronograma de atividades desenvolvidas.
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QUADRIMESTRES 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ATIVIDADES
Revisdo de Literatura X X X X X X X X X X X X
Disciplinas e atividades complementares do doutorado X X X X X X X X X X X X
Elaboracéo do projeto de pesquisa X X
Submissdo ao Comité de Etica X X
Preparo e liofilizacdo do EACC X X
Andlise dos constituintes do OECC e EACC X X X
Ensaios in vitro X X X X
1° Experimento in vivo - EACC X
2° Experimento in vivo — OECC e citral X
Andlises do material in vivo X X X
Andlise estatistica X X
Preparacéo de resumos para congressos X
Elaboracéo de artigos para submissao X
Qualificacdo da Tese de doutorado X
Defesa da Tese de doutorado X

Observacdes: As atividades foram representadas por quadrimestres. Em virtude da pandemia pela COVID — 19, o cronograma de atividades foi

realizado de acordo com o retorno gradativo das atividades e disponibilidade de animais e dos laboratdrios parceiros.
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APENDICE B
ORCAMENTO DA PESQUISA

Tabela 22. Orcamento de materiais utilizados no desenvolvimento das atividades

experimentais.

Descricio Quantidade Valor unitario Valor total
Frasco para cultura celular 250 30 33,58 1.007,40
mL
Placa para cultura de células com 45 10,43 469,35
96 pocos, fundo chato com tampa
Méscara respiratoria PFF2 100 2,805 280,50
Seringa Desc SR 1ML C/AG 13 300 0,429 128,70
X 4,5
Seringa Desc SR 10ML C/AG LS 100 0,605 60,50
UNID
Seringa Desc SR 5ML C/AG L.S 200 0,418 83,60
Tubo vacutainer 2ML pediéatrico 300 0,473 141,90
EDTA lilas
Coletor estéril 50 mL PCT 100 4 52,635 210,54
Microtubo tipo eppendorf 1,5 mL 1 74,19 74,20
com 1000 unidades
Mascara descartavel cirlrgica 5 23,50 117,50
Avental descartavel manga longa 3 90,00 270,00
PCT ¢/10
Soro Fisiol6gico 0,9% 500 mL 5 7,65 38,25
Soro Ringer Lactato 500 mL 3 7,20 21,60
Luva de procedimento (G) 1 96,00 96,00
Cx/100
Luva de procedimento (M) 3 96,00 288,00
Cx/100
Luva de procedimento (P) 3 96,00 288,00
Cx/100
LABTEST Transaminase KIT
AST/GOT 200ML 136,40 13640
LABTEST Transaminase KIT
ALT/GPT 200ML 136,40 13640
LABTEST Fosfatase Alcalina KIT
120ML 101,09 101,09
LABTEST Acido Urico 250ML KIT 134,20 134,20
LABTEST Creatinina K 300ML KIT 52,25 52,25
LABTEST Ureia UV KIT
LIQUIFORM 500 ML 363,00 363,00
Formaldeido PAGL. C/5 LT 1 70,00 70,00
Tubo Capilar C/Heparina C/100 2 24,00 48,00
TOTAL 3.694,04

Observagdes: Apoio ao financiamento da pesquisa foram obtidos junto a Capes, Fapitec, CNPq
e a programas da UFS. Itens ndo listados corresponderam a financiamento préprio ou obtidos

em parceria aos laboratérios da UFS.



ANEXOS
ANEXO A

UNIVERSIDADE DE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COORDENACAO DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Interacio entre a Melissa Officinalis L. (erva cidreira),
Plectranthus Barbatus Andrews (boldo) e Cymbopogon Citratus (DC.) Stapf (capim santo) e o
3-fluorouracil na resposta antitumoral em camundongos com sarcoma 180.", registrada com o
n° 17/2019, sob a responsabilidade da Prof". Dr*. Adriana Andrade Carvalho que envolve a
produgdo, manutencio ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal
de Sergipe, em reunido de 05/08/2019.

Finalidade () Ensino (X) Pesauisa Cientifica |
[Vigéncia da autorizacio Inicio: 09/2019, Término: 08/2021
[Espécie/linhagem/raca ICamundongo heterogénico/Swiss
IN° de animais 126
|Peso/Tdade 30+ a3 g/ 60 dias
Sexo M

Biotério Setorial do Departamento de|
Origem [Fisiologia — UFS.

s AN 5}”)#- vﬁa%
Prof. Dr. JOSEMAR SENA BATISTA
Coordenador do CEPA/UFS

Cidade Universitdria "Prof. Aloisio de Campos”
Jardim Rosa Elze - S3o Cristovdo - SE
49100-000
Fones: 3212 6661/6606
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ANEXO B
#wg Universidade ises =t
M4 Comissao de Etica no
.'«\J Fede_ral de Uso de Animais
e Sergipe
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Atividade antitumoral do extrato aquoso e do 6leo essencial das folhas do Cymbopogon Citratus
", protocolada sob o CEUA n° 2726280621 (o ooo460), sob a responsabilidade de Adriana Andrade Carvalho e equipe; Ingrede
Tatiane Serafim Santana; RICARDO GUIMARAES AMARAL; Sara Albuquerque dos Santos; Enilton Aparecido Camargo - que envolve a
producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de
julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) na reunido de 02/02/2022.

We certify that the proposal "Anti-tumor activity of aqueous extract and essential oil from Cymbopogon Citratus leaves", utilizing 350
Heterogenics mice (350 males), protocol number CEUA 2726280621 (b ooo460), under the responsibility of Adriana Andrade Carvalho
and team; Ingrede Tatiane Serafim Santana; RICARDO GUIMARAES AMARAL; Sara Albuquerque dos Santos; Enilton Aparecido Camargo
- which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sergipe (CEUA/UFS) in the meeting of 02/02/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 03/2022 a 08/2022 Area: Fisiologia

Origem: Biotério da Universidade Federal de Sergipe

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 45 a 60 dias N: 350
Linhagem: Swiss Peso: 25a35g

Local do experimento: Laboratoério de Farmacologia do Processo Inflamatorio (LAFAPI) o UFS.

Sao Cristovao, 31 de marco de 2022

Prof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Marcal
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - Sao Cristovao/SE - tel: 55 (79) 3194-6510 / 6511
Horario de atendimento: 2* a 6* das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: cepa.ufs@gmail.com
CEUA N 2726280621
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ANEXO C

Ficha de acompanhamento individual de sinais e sintomas durante periodoe de execucio do
experimento.

Ficha de acompanhamento — ANINMAL Grupo
SINATS E SINTOMAS Dias de Experimento
lﬂl 2\: 3D 4!:‘ 5\:! ﬁﬂl '?ﬂ ED gﬂl

1- Movimentacdo
Mormal (0)
Pouca (1)
WNenlmma (2)
2 — Agitacdo
Calmo / Atento (0)
Moderada (1)
Acentuada (2)
3 —Vocalizacdo
Mdo gane (0]
Gane pouco (1)
Gane intenso (2)

4 — Agressividade
Sim (1)
Mo !L‘IE
5 — Feridas ou ulceracdes
Sim (1)
Mac (0]
& - Sinais evidentes de
toxicidade
Salivacdo (0)
Womitos (1)
Diarreia (2)

7 - Alimentacdo e ingestao
hidrica

Mormal (0]
Reduzida (1)
Insuficiente [2)

8 — Escores de dor
Sem dor (0)
Dor ligeira (1)
Dor moderada (2)
Dior excruciante {3)




