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RESUMO

Avaliacéo da atividade antitumoral do 6leo essencial de folhas
de Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiacea). Ariel de
Souza Graca, Sdo Cristévao, 2023.

Cancer € 0 nome dado ao conjunto de doencas com a proliferacdo anormal de células
mutantes que tendem a invadir tecidos. Por todos é temido devido a sua elevada taxa de
mortalidade, pela perspectiva de aumento desta taxa e pela caréncia de tratamentos
eficazes. Estes, por sua vez, apresentam inumeros efeitos colaterais podendo até mesmo
levar a morte. Neste contexto, produtos naturais, como 06leos essenciais, tém sido
importantes na busca por novos compostos que ajudem a combater o cancer. A Schinus
terenbithifolia tem apresentado diversas atividades contra células tumorais em
experimentos in vitro, mostrando, portanto, um grande potencial para o tratamento do
cancer. Desta maneira, o presente trabalho objetivou estudar a atividade antitumoral (in
vitro e in vivo) do 6leo essencial de folhas da S. terebinthifolia (OEST), do a-pineno e
do 3-careno em camundongos com Sarcoma 180, além de estimar possiveis efeitos
toxicoldgicos causados. O OEST foi extraido por hidrodestilacdo e analisado por
CG/EM-DIC, sendo identificados 16 compostos; entre eles o a-pineno (39,60%) e 3-
careno (35,27%) como os mais abundantes entre 0os majoritarios. A citotoxicidade do
OEST, do a-pineno e do 3-careno foi aferida contra as linhagens SNB-19
(Glioblastoma), HCT-116 (Carcinoma de cdlon) e PC-3 (Carcinoma de prdstata) através
do ensaio de MTT. O OEST apresentou atividade contra todas as linhagens com Cls
variando entre 0,135 e 0,424 pug/mL. O a-pineno e 3-careno, nas concentragdes testadas,
ndo apresentaram atividade citotdxica; isto sugere que a atividade do 6leo ndo estd
restrita a acdo exclusiva destes compostos. O OEST apresentou atividade antitumoral
contra o S180, inibindo o crescimento do tumor em 89,8% e 69,1% nas doses de 50 e
100 mg/kg (i.p.) e o 3-careno inibiu 49,3% e 66,7% nas doses de 25 e 50 mg/kg (i.p.).
O a-pineno, embora tenha reduzido o tamanho do tumor nas doses testadas, ndo
apresentou diferenca estatistica com o CTRL. O 5-FU (controle positivo) inibiu o tumor
em 80,3% na dose de 25 mg/kg (i.p.). O efeito foi corroborado com a analise
histopatol6gica dos tumores. Sobre a avaliacdo da massa corporal, os animais testados
ndo apresentaram alteracdo, diferentemente daqueles que fizeram uso do 5-FU, que
causou radical reducdo. A avaliacdo sobre o0s 6rgdos dos animais avaliados (figado, rins,
baco, coracdo, cérebro, estbmago e pulmdes) revelou pequenas alteracbes no baco em
areas focais nas doses do grupo OEST100 e CAR50, contudo houve notdria atrofia na
polpa branca no grupo 5-FU. A avaliacdo hematoldgica revelou que todas as doses
testadas do a-pineno e a maior dose do 3-careno elevaram o nivel dos leucdcitos totais;
este nivel e o nivel das plaquetas diminuiram drasticamente pelo 5-FU, deixando os
animais suscetiveis a infeccbes e hemorragia. Pequenos aumentos na densidade de
plaquetas foram observados nas maiores doses de todos os grupos tratados gquando
comparados ao VEI, mas ndo em comparacdo com o CTRL. N&ao se constatou alteracdo
nos parametros bioquimicos (AST, ALT, ureia e creatinina). Diante destes resultados,
podemos afirmar que o OEST (50 mg/kg) possui atividade antitumoral in vitro e in vivo,
com toxicidade nula.

Palavras-Chave: Cancer; Oleos essenciais; Careno; Terpenos; Aroegira.
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ABSTRACT

Evaluation of the antitumor activity of essential oil from
leaves of Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiacea). Ariel
de Souza Graca, Sao Cristdvao, 2023.

Cancer is the name given to the set of diseases with the abnormal proliferation of
mutated cells that tend to invade tissues. It is feared by everyone due to its high
mortality rate, the prospect of an increase in this rate and the lack of effective
treatments. These, in turn, have numerous side effects and can even lead to death. In this
context, natural products, such as essential oils, have been important in the search for
new compounds that help fight cancer. Schinus terenbithifolia has shown several
activities against tumor cells in vitro experiments, thus showing great potential for the
treatment of cancer. Thus, the present work aimed to study the antitumor activity (in
vitro and in vivo) of essential oil from leaves of S. terebinthifolia (OEST), a-pinene and
3-carene in mice with Sarcoma 180, in addition to estimating possible effects
toxicological causes. OEST was extracted by hydrodistillation and analyzed by GC/ME-
FID, and 16 compounds were identified, including a-pinene (39.60%) and 3-carene
(35.27%) as the most abundant among the major compounds. The cytotoxicity of
OEST, a-pinene and 3-carene was measured against SNB-19 (Glioblastoma), HCT-116
(Colon carcinoma) and PC-3 (Prostate carcinoma) cell lines using the MTT assay.
OEST showed activity against all strains with Clso ranging between 0.135 and 0.424
ug/mL. a-pinene and 3-carene, at the concentrations tested, did not show cytotoxic
activity; this suggests that the activity of the oil is not restricted to the exclusive action
of these compounds. OEST showed antitumor activity against S180, inhibiting tumor
growth by 89.8% and 69.1% at doses of 50 and 100 mg/kg (i.p.) and 3-carene inhibited
49.3% and 66.7 % at doses of 25 and 50 mg/kg (i.p.). a-pinene, although it reduced
tumor size at the doses tested, showed no statistical difference with CTRL. 5-FU
(positive control) inhibited the tumor by 80.3% at a dose of 25 mg/kg (i.p.). The effect
was corroborated with the histopathological analysis of the tumors. Regarding the
evaluation of body mass, the tested animals did not show alteration, unlike those that
used 5-FU, which caused a radical reduction. The evaluation of the evaluated organs
(liver, kidneys, spleen, heart, brain, stomach and lungs) revealed small changes in the
spleen in focal areas at the doses of the OEST100 and CAR50 group, however there
was a noticeable atrophy in the white pulp in the 5-FU group . Hematological evaluation
revealed that all tested doses of a-pinene and the highest dose of 3-carene raised the
level of total leukocytes; this level and platelets were drastically reduced by 5-FU,
leaving the animals susceptible to infections and hemorrhage. Small increases in platelet
density were seen at the highest doses in all treated groups when compared to VEI, but
not to CTRL. There was no change in biochemical parameters (AST, ALT, urea and
creatinine). Given these results, we can state that OEST (50 mg/kg) has antitumor
activity in vitro and in vivo, with zero toxicity.

Key words: Cancer; Essencial oils; Carene Terpenes; Aroeira.
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Avaliacéo da atividade antitumoral do 6leo essencial de folhas
de Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiacea). Ariel de
Souza Graca, Sdo Cristévao, 2023.

Cancer € 0 nome dado ao conjunto de doencas com 0 aumento anormal do nimero de
células mutantes que tendem a invadir tecidos do corpo. Por todos é temido devido a
sua elevada taxa de mortalidade e pela dificuldade no tratamento que, inclusive,
apresenta inimeros efeitos colaterais podendo até mesmo levar a morte. Neste contexto,
produtos naturais, como Oleos essenciais, tém sido importantes na busca por novos
medicamentos que ajudem a combater o cancer. A aroeira (Schinus terenbithifolia) é
uma planta que, como varios estudos apontam, possui um grande potencial para o
tratamento do céncer. Desta maneira, este trabalho teve como objetivo estudar a
atividade anticancerigena do 6leo essencial obtido de folhas da Schinus terebinthifolia
(que chamamos OEST), e também verificar a atividade de dois compostos presentes no
0leo: 0 a-pineno e o 3-careno. Além disto, procuramos verificar possiveis efeitos
colaterais. O OEST foi extraido e, em seguida, sua constituicdo quimica foi analisada.
Esta analise identificou 16 compostos presentes no 6leo, entre eles o a-pineno e 3-
careno. Para avaliar a atividade anticancerigena, primeiramente testamos o 6leo da
aroeira e estes dois compostos em células tumorais e vimos que apenas o 6leo foi eficaz.
Em seguida fizemos outro tipo de teste anticancerigeno agora colocando um tumor
(chamado de sarcoma 180) em camundongos e fizemos o tratamento por sete dias. Ao
final, observamos que o OEST e o 3-careno foram eficazes. O destaque foi que a dose
de 50 mg/kg do OEST foi tdo eficaz quanto o 5-FU (um quimioterapico ja utilizado para
o tratamento de diversos tipos de cancer). Posteriormente avaliamos os possiveis efeitos
colaterais como mudanca no peso do corpo, no peso dos 6rgdos e nas analises de teste
do sangue. Observamos que o OEST, 0 a-pineno e o 3-careno ndo apresentaram efeitos
colaterais severos, o que diversos remédios usados contra o cancer apresentam (como
diminuicdo no peso do corpo, alteragdes no figado, baco, rins e coracdo; além da
reducdo das células de defesa e das plaquetas). Por isso, podemos afirmar que o 6leo
essencial da aroeira (OEST), principalmente na dose de 50 mg/kg, possui atividade
cancerigena, sem efeitos colaterais no presente trabalho. Isto posto, ainda necessitamos
de mais estudos para compreender melhor o funcionamento do 6leo no organismo e
rastrear qualquer efeito colateral que possa ser descoberto por outros meios. Somente a
partir de mais estudos, inclusive com testes clinicos em humanos, poderemos utilizar na
dose certa e com seguranca.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma causa consideravelmente séria de morbidade e mortalidade e
consiste no principal problema de saide publica em todo o mundo, figurando entre as
quatro maiores causas de morte prematura na maioria dos paises, por levar o individuo a
morte antes dos 70 anos de idade (BRAY et al., 2018; INCA, 2019). Aspectos como
envelhecimento e alteracdo na distribuicdo e prevaléncia dos fatores de risco do cancer
influenciam a incidéncia desta doenga e a consequente mortalidade. A recente
estimativa para o Brasil foi referente ao triénio 2020-2022, que projetou a ocorréncia de
625 mil novos casos de cancer, com destaque para o cancer de pele ndo melanoma, com
previsdo de 177 mil casos (INCA, 2019).

Neste contexto, paises que buscam difundir medidas comprovadas de prevencédo
e cuidados prestados contra o cancer contribuem para o controle global da doenca, na
medida em que favorecem a construgcdo e o aperfeicoamento de uma infraestrutura
capaz de lidar com diferentes demandas referentes a esta enfermidade (SUNG et al.,
2021).

A habilidade do céncer de multiplicar-se sem limites combinada com sua
capacidade de invadir e colonizar tecidos circundantes torna-o particularmente perigoso.
Uma celula que anormalmente aumenta de tamanho e divide-se fora de controle é
chamada de neoplasia ou tumor benigno, mas quando ha invasdo e colonizacdo de
outras regides sdo chamadas de tumor maligno ou cancer, podendo desenvolver tumores
secundarios (metastases) e sao de dificil erradicacdo (ALBERTS et al., 2017). Cerca de

um quinto da espécie humana morrera de cancer (ALBERTS et al., 2017).

Os principais tratamentos contra o cancer tém sido a cirurgia, a radioterapia e a
quimioterapia, os quais podem ser usados em conjunto, com variacdes referentes a
suscetibilidade dos tumores as modalidades terapéuticas e a melhor sequéncia da sua
administracdo. Os principais objetivos dos tratamentos séo a cura, o prolongamento e a
melhora da qualidade de vida (BAYALA et al., 2014; INCA, 2020).

Apesar disto, os quimioterapicos causam diversos efeitos colaterais, aumentando
a toxicidade, a qual tende a ser agravada conforme o tempo de exposicdo. Faz-se

necessario, portanto, que haja uma reducdo dos efeitos colaterais induzidos pelos



farmacos, para melhorar a qualidade e a sobrevida dos pacientes (BOOGAARD;
KOMNINOS; VERMELJ, 2022).

Neste sentido, produtos naturais extraidos de plantas, como os 6leos essenciais
(OE), possuem diversas atividades biologicas, e estes, notadamente, constituem fonte
potencial de substdncias antitumorais, possuindo atividades antioxidantes,
antimutagénicas e antiproliferativas (SHARMA et al., 2022; TALIB et al., 2022). Tais
caracteristicas permitem que os produtos naturais sejam compreendidos e utilizados
como objeto de estudo no desenvolvimento e aperfeicoamento de drogas e terapias
contra diversos tipos de doencas, incluindo o cancer. Neste contexto, o Brasil se destaca

por possuir uma flora rica em espécies passiveis de pesquisa (MATSUO et al., 2011).

Uma familia amplamente estudada é a Anacardiaceae, com evidéncias do seu
efeito citotoxico contra células cancerosas de linhagens como: 253J-BV (cancer de
bexiga), A-549 (adenocarcinoma alveolar pulmonar), Caco-2 (adenocarcinoma de
colorretal), HCT-116 (carcinoma de colon), HelLa (carcinoma cervical), HepG2
(carcinoma laringeo), HL-60 (leucemia), MCF-7 (cancer de mama), MDA-MB-231
(cancer de mama), PANC-1 (cancer de péancreas), PC-3 (carcinoma de proéstata), SK-
MEL-30  (melanoma), @ SMMC-7721  (carcinoma  hepatocelular),  SW480
(adenocarcinoma de coélon), T47D (cancer de mama) e U87MG (glioblastoma)
(ABOALHAIJAA et al., 2019; LI et al., 2020; TABANCA et al., 2020). Nesta familia,
uma das espécies mais estudadas € a Schinus terebinthifolia que, no Brasil, é
popularmente conhecida como aroeira, aroeira da praia, aroeira-vermelha, aroeira do
Brasil, etc. Ela ocorre ao longo da Mata Atlantica, pelo litoral do pais, desde o Rio
Grande do Norte até o Rio Grande do Sul (LORENZI; MATOS, 2002; MORTON,
1978).

Tradicionalmente, a aroeira é utilizada para tratar diversas doencas como
inflamacGes, diabetes, inchacos linfaticos, doencgas cardiovasculares e, em especial,
tumores e cancer (BEZERRA, 2022; CERQUEIRA et al., 2020; DE LIMA et al., 2006;
LORENZI; MATOS, 2002; MORTON, 1978; ULIANA et al., 2016). Alguns estudos
apontam que a Schinus terebinthifolia apresenta atividade anticancerigena contra
linhagens de células como: 786-O (carcinoma de células renais hipertriploide), A2058
(melanoma metastatico), B16F10-Nex2 (melanoma murinho), DU145 (cancer de

prostata), HelLa (carcinoma cervical), HL-60 (leucemia), HT-29 (adenocarcinoma



colorretal), K562 (carcinoma hepatocelular), MCF-7 (cancer de mama), NCI-ADR/RES
(tumor ovariano multirresistente a drogas), NCI-H460 (carcinoma pulmonar), OVCAR-
3 (carcinoma ovariano), PC-3 (carcinoma de proéstata) e U251 (glioma) (BENDAOUD
et al., 2010; DA SILVA et al., 2019; QUEIRES et al., 2006; SANTANA et al., 2012;
SILVA et al., 2017A; SILVA et al., 2017B). Entretanto estudos desta planta em

modelos animais sdo ausentes.

Neste sentido, o presente trabalho se propds a estudar a atividade antitumoral (in
vitro e in vivo) do 6leo essencial de folhas da Schinus terebinthifolia, do a-pineno e 3-
careno (compostos majoritarios presentes no 6leo) em camundongos com Sarcoma 180,

além de avaliar possiveis efeitos toxicoldgicos gerados.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CANCER

Uma ceélula normal possui dois periodos distintos, 0 periodo de crescimento
celular (interfase) e o periodo de divisdo celular (mitose/meiose). Em condi¢cbes de
homeostasia, a proliferagéo celular ndo ocorre em condigdes limitantes de crescimento;
diferentemente do que acontece com células anormais (ALBERTS et al., 2017;
BLAGOSKLONNY, 2022).

Quando uma ceélula anormal comeca a aumentar sua massa e a proliferar-se de
maneira exacerbada e fora de controle, ha a formacdo de um tumor. Esta formacao é
chamada de neoplasia e tem como significado “novo crescimento”. Quando uma
neoplasia surge e ela possui crescimento de forma organizada, geralmente lenta e
expansiva, apresentando limites bem definidos e, portanto, ndo € invasiva, é chamada de
tumor benigno. Embora este tipo de tumor ndo invada os tecidos vizinhos, pode
comprimir os 6rgdos e os tecidos adjacentes. O mioma (que tem origem no tecido
muscular liso), o lipoma (que tem origem no tecido gorduroso) e o adenoma (tumor
benigno das glandulas) sdo exemplos de tumores benignos. Contudo, quando estas
células manifestam um maior grau de autonomia e tém a capacidade de invadir tecidos e
Orgdos adjacentes, elas sdo chamadas de tumor maligno ou céncer (Figura 1)
(ALBERTS et al., 2017; INCA, 2020).

Lumen Lamina basal

N

Ducto normal Tumor benigno Tumor maligno

Figura 1: Esquema grafico de tumores benignos versus tumores malignos. Um tumor glandular
benigno (células rosa; um adenoma) permanece dentro da Id&mina basal (amarelo) que marca o
limite da estrutura normal (um ducto, neste exemplo). Em contraste, um tumor glandular
maligno (células vermelhas, um adenocarcinoma) pode se desenvolver a partir de uma célula
tumoral benigna, e ele destroi a integridade do tecido, como ilustrado. Esses tumores podem
assumir muitas formas diferentes. Fonte: Alberts et al. (2017).



A palavra cancer tem sua origem da palavra “karkinos” que vem do grego e tem
como significado caranguejo, isto porque os primeiros tumores verificados na época se
assemelhavam ao crustaceo. Este termo foi cunhado pela primeira vez por Hipdcrates, 0
pai da medicina, que viveu entre 460 e 377 a.C. Entretanto, embora vulgarmente se
pense no cancer como uma doenca, ele € um nome geral dado a uma serie de mais de
100 doengas, que tem como semelhanga o crescimento desordenado de células com uma
grande tendéncia de invadir tecidos e 6rgdos vizinhos (INCA, 2020).

A invasividade é uma caracteristica essencial das células cancerosas, pois ela
permite as células malignas se desprender do local alojado, penetrar na corrente
sanguinea ou os vasos linfaticos e formar tumores secundarios em outros locais do

corpo. Estes tumores que migraram sao denominados metastases (INCA, 2020).

2.1.1 Tumorigénese, oncogénese e carcinogénese

Tumorigénese e oncogénese se referem a origem do crescimento de uma
neoplasia. J& o termo carcinogénese tem mais especificidade a origem de uma neoplasia
maligna. De maneira geral, estes termos sdo denominados para o processo de formacao
do céancer, desde uma célula cancerosa que se prolifera e da origem a um tumor visivel.
Esta formacdo é uma resposta adaptativa de uma célula ou tecido as mudancas que
ocorrem como resultado da exposicdo a condi¢des perigosas. Estas condi¢cdes podem ser
o efeito cumulativo de diferentes fatores ou agentes cancerigenos ou carcindgenos, que
por sua vez sao responsaveis pelo inicio, promocao e progressdo do tumor. Além disto,
a génese do cancer é determinada pela exposicdo, quantidade e durabilidade dos agentes
com 0s quais a célula ou tecido entram em contato; além da interacdo de diferentes
agentes. (INCA, 2020; MORTEZAEE; MAJIDPOOR, 2022).

Ainda, as causas internas, como hormdnios, condi¢Ges imunologicas e mutacgdes
genéticas sdo, na maioria das vezes, geneticamente predeterminadas e estdo ligadas a
capacidade do organismo de se defender das agressdes externas. Apesar de o fator
genético exercer um importante papel na formacdo dos tumores (oncogénese), séo raros
0s casos de cancer que se devem exclusivamente a fatores hereditarios, familiares e
étnicos (NCA, 2020).



O tabagismo, o envelhecimento, o alcool, etc., sdo exemplos de fatores
responsaveis por alterar o ambiente do tecido ou célula, deixando o microambiente
acido, ou com hipdxia, ou causando inflamacdo, entre outros (Figura 2). Estas alteracoes
podem causar respostas adaptativas, como heterogeneidade, flexibilidade e plasticidade
que funcionam como promotores de caracteristicas tumorais, que sao: tolerancia as
alteracdes oxidativas no ambiente celular (tolerancia redox), variagdo nas predilecoes
metabdlicas em relacdo as necessidades do tumor (reprogramacgdo metabolica), ativagdo
da via angiogénica, mecanismo de defesa celular contra o sistema imune, blogueio da
morte celular, crescimento irrestrito e, por fim, invasdo de tecidos/érgdos e metastase
(MORTEZAEE; MAIJIDPOOR, 2022).
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Figura 2: Respostas adaptativas da célula ou tecido no processo de tumorigénese. Adaptado de
Mortezaee; Majidpoor (2022).

Alguns destes promotores seguem uma rota multidirecional para tornar um
tecido de 6rgdo propenso a tumorigénese ou direcionar um papel progressivo do tumor
(MORTEZAEE; MAJIDPOOR, 2022). Neste processo, vias de sinalizacdo de
crescimento e de deteccdo de nutrientes sdo acionadas através de mutacfes com o
objetivo de fornecer condicBes necessarias para o0 crescimento e proliferacdo
(BLAGOSKLONNY, 2022).

Portanto, estes promotores contribuem para a tumorogénese que apresenta 0s
seguintes estagios (Figura 3): a iniciacdo, na qual os genes sofrem acdo dos agentes
cancerigenos; a promoc¢édo, na qual os agentes oncopromotores atuam na célula ja
alterada; e, por fim, a progresséo, que é a multiplicacdo descontrolada e irreversivel da
célula. Estes eventos tumorogénicos podem causar resisténcia e agressdo tumoral
(INCA, 2020; MORTEZAEE; MAJIDPOOR, 2022).
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Figura 3: Os estagios da carcinogénese. Adaptado de Sutandyo (2010).

2.1.2 Metabolismo do cancer

A integridade do genoma é mantida em todas as fases do ciclo celular, para
garantir a estabilidade genémica. Pra isto, uma das formas é através da parada do ciclo
celular quando os telémeros se encurtam. Quando esta parada é prolongada ha a
ativacdo da apoptose promovida pela proteina tumoral 53 (p53), um supressor de
turmor. Outras maneiras sdo através do controle de fixacdo do cromossomo bipolar
durante a mitose e por meio de regulacdo da acetilacdo, metilagcdo, fosforilacdo e
ubiquitinacdo, importante para manter a funcdo das histonas. Além disto, o reparo do
DNA pode se dar através da excisdo de nucleotideos e bases alteradas ou danificadas,

do reparo de incompatibilidade de DNA e do reparo de quebra de fita dupla.



Quando ocorrem alteracdes e falhas na rede de seguranca, uma ou mais células
ficam propensas a instabilidade gendmica. Esta, por sua vez, exerce uma funcéo critica
na iniciagdo e progressdo do céancer, que resulta em heterogeneidade gendmica,
conferindo ao tecido canceroso uma vantagem de selecdo em relacdo aos tratamentos
(FERGUSON et al., 2015).

Vérios biomarcadores sdo importantes para compreender a regulacdo do ciclo
celular e da via glicolitica. Neste sentido, em células normais, fatores de transcricao
oncogénicos sdo regulados intensamente, contudo, em células cancerigenas a expressao
destes fatores é maior do que em células normais. Com isto, ha maior demanda para a
producdo de ATP através do aumento da taxa da via glicolitica, para o crescimento
celular e um estimulo para a progressdo do ciclo celular. Algumas proteinas sdo
responsaveis por restaurar esta regulacdo do ciclo celular e da glicélise. Como por
exemplo, 0 14-3-3c diminui a expressdo de C-Myc, que é um fator transcricdo

oncogénico, com isto ha a reducédo e/ou parada do ciclo celular (ROY et al., 2017).

Desta maneira, 0 metabolismo das células cancerigenas € um regulador das
respostas imunes antitumorais, seja pelo aumento da resisténcia ou pela reducdo da
imunogenicidade das células tumorais (CRUZ-BERMUDEZ et al., 2021). Isto quer
dizer que sdo estas células que alteram as vias metabdlicas para atender as necessidades
da tumorigénese. Estas alteracGes incluem glicolise aerdbica, neogénese, evasdo do
sistema imunolégico, evasao da apoptose, permanéncia da funcdo mitocondrial intacta e
a manutencdo do equilibrio homeostatico de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(NEMETH et al., 2022).

Em células normais, o excesso de EROs pode causar diversos e graves danos,
inclusive podem ser responsaveis pela iniciacdo e promulgacdo do cancer (XING et al.,
2022). Como protecdo, pontos de checagem e vias de reparo do DNA sdo essenciais
para a manutencdo da integridade genémica. Todavia, em células cancerigenas, a célula
fica exposta a uma variedade de alteracdes celulares que promovem um aumento na
quantidade de EROs, que por sua vez acarreta em alteragdes (mutacBes) nas proteinas
de reparo celular (SAXENA; ZOU, 2022).

As EROs possuem atividades diferentes de acordo com o contexto da
tumorogénese, tendo acbes que contribuem para o crescimento e desenvolvimento do

tumor ou acbes que o suprimem, dependendo de cada caso. Durante a iniciagcdo do



tumor H,O, é uma molécula sinalizadora pro-tumorigénica importante. Entretanto,
EROs como O,-, -OH e hidroperdxido lipidico (LOOH), quando produzidos em excesso
podem causar a morte da célula cancerigena no estagio de progressédo do tumor (XING
et al., 2022). A homeostase redox é critica para as células cancerigenas. Assim, as
células tumorais precisam resistir ao estresse causado pela EROs durante a iniciacao,
proliferacdo, desprendimento da matriz, circulacdo, colonizacéo remota e, até mesmo, o
tratamento. Portanto, as células cancerigenas desenvolvem diferentes estratégias
adaptativas para se proteger da morte celular. Produzem muitas EROs durante o periodo
de iniciacdo e progressao e como mecanismo de defesa acabam por expressar em
maiores quantidades genes da via antioxidante como o Nrf2, como também vias que ddo
suporte para este aumento de antioxidantes como nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato (NADPH) e glutationa (GSH) (XING et al., 2022).

Durante a metastase, as células cancerigenas regulam células do sistema
imunoldgico, como por exemplo os fibroblastos associados ao cancer (FACs) e
macrdfagos associados a tumores (MATS) no Microambiente Tumoral (MT), para
induzir uma migracdo destas células através de EROs e assim aumentar ainda mais a
producdo de antioxidantes para que as células consigam evadir da morte induzida por
EROs. Além disto, para conseguir suportar o estresse oxidativo, as células cancerigenas
também reprogramam o metabolismo da glicose para a glicolise e a via pentose fosfato,
reduzindo a geracdo de EROs e aumentando a producdo de NADPH (XING et al.,
2022).

Outro mecanismo envolvendo o EROs se da através da inativacdo das integrinas
e ativacdo do TGF-B2 na membrana de algumas células tumorais, levando a ativagdo de
p38, causando a dorméncia das células cancerigenas. Quando estas células acumulam
nutrientes suficientes ou acumulam estresse oxidativo no MT, é ativado TGF-B1 ou
sinalizacdo de proliferacdo fazendo com que estas células escapem da dorméncia, via
ERK1/2 (LI et al., 2021).

Os antioxidantes ajudam a inibir a transformacdo de células saudaveis em
células tumorais, j& que agem inibindo a acdo de EROs. Todavia, em ceélulas
cancerigenas os antioxidantes acabam contribuindo para a protecdo destas celulas no

MT, na medida em que impedem que as EROs causem danos no tumor, provocando a
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morte celular. Esta acdo contribui para a fase de metastase e progressdo rapida do
cancer (XING et al., 2022).

Desta maneira, compreender estes fatores que ocorrem no MT sdo essenciais.
Além das EROs e antioxidantes, as células cancerigenas utilizam o MT e 0s nervos para
sinalizar o crescimento de vasos sanguineos e obter sinais proliferativos (SENGA;
GROSE, 2021). Além disto, os tumores possuem multiplas conexdes cruzadas para
fazer o controle ao seu redor no MT. Quando a rela¢do entre 0 MT e o tumor sélido é
forte piores resultados clinicos séo esperados (MORTEZAEE; MAJIDPOOR, 2022).

Neste sentido, a relacdo entre a célula cancerigena, o microambiente e o
macroambiente é fundamental para a compreensdo do crescimento, desenvolvimento,
sobrevivéncia, progressdo e invasdo. Embora muito tenha sido estudado sobre estes
assuntos nos ultimos anos, ha muito mais a descobrir e compreender (RAVI et al.,
2022).

2.1.3 Marcadores do cancer

Hanahan e Weinberg (2000) em seu artigo “The Hallmarks of Cancer”
enumeraram conceitualmente os fendtipos complexos de diversos tipos e variantes de
tumores humanos que fosse racionalmente caracteristico. Marcadores do céncer sdo
capacidades bioldgicas que sdo adquiridas durante a transformacéo neoplasica e ajudam
a organizar o entendimento sobre a complexidade do desenvolvimento do cancer
(TALIB et al., 2022).

Essa formulacdo foi influenciada pelo reconhecimento de que os céanceres
humanos se desenvolvem como produtos de processos de vérias etapas e que a
aquisicdo dessas capacidades funcionais pode ser mapeada de alguma forma para as
etapas distinguiveis da patogénese do tumor (HANAHAN, 2022).

Atualmente, os marcadores do cancer (Figura 4) ja contam com dez capacidades
marcantes: 0l-as capacidades adquiridas para sustentar a sinalizacdo proliferativa; 02-
evadir os supressores de crescimento; 03- resistir & morte celular; 04- permitir a
imortalidade replicativa; 05- induzir/acessar a vasculatura; 06- ativar a invaséo e a
metastase; 07- desregular o metabolismo celular; 08- evitar a destruicdo imunoldgica;

09- instabilidade e mutacdo genémica; 10- inflamacdo promotora de tumores. Novos
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marcadores emergentes e caracteristicas capacitadoras sdo debatidas como: desbloqueio
da plasticidade fenotipica, reprogramacdo epigenética ndo mutacional, microbiomas
polimorficos e células senescentes a fim de melhorar o entendimento das complexidades
da patogénese do cancer (HANAHAN, 2022).

E importante ressaltar que os marcadores do cancer ndo sdo arranjadas
hierarquicamente, ou seja, molecular, intracelular, celular, tecidual, orgéanica e extra
organismo (BLAGOSKLONNY, 2022).
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Figura 4: Marcadores do Cancer postuladas por Hanahan (2022). A esquerda os marcadores do cancer. A direita estdo os novos marcadores emergentes e
caracteristicas capacitadoras propostas. Adaptado de Hanahan (2022).
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2.1.4 Incidéncia do cancer

Embora as taxas de mortalidade associadas a doencas cardiacas e acidentes
vasculares cerebrais tenham diminuido cerca de 70% nos Gltimos 50 anos, as taxas de
mortalidade associadas ao cancer continuam altas. Possivelmente, isto se deve & nossa
deficiéncia em detectar e prevenir a instabilidade genémica, bem como entender toda
holistica relacionada ao cancer (FERGUSON et al., 2015).

O cancer tem sido classificado como a primeira ou segunda causa de morte
prematura em quase 100 paises do mundo (BRAY et al., 2018). As estimativas
GLOBOCAN 2020 indicam que houve 19,3 milhdes de novos casos de cancer e quase
10 milhdes de mortes por cancer em 2020. A doenga é uma importante causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, em todas as regides do mundo,

independentemente do nivel de desenvolvimento humano (SUNG et al., 2021).

O INCA (2019) estimou que no Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022,
ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de pele
ndo melanoma). O céncer de pele ndo melanoma possivelmente foi o mais incidente
(177 mil), seguido pelos canceres de mama e prostata (66 mil cada), cdlon e reto (41

mil), pulmao (30 mil) e estbmago (21 mil).

Além disto, as analises sobre quais fatores atribuiveis a causa dos canceres como
a infeccdes, obesidade e radiacdo ultravioleta, nos faz refletir na grande importancia de
adequar as acdes de controle do cancer de acordo com os padrdes de cada regido com 0s
fatores de risco e intensidade de exposicao a estes fatores (BRAY et al., 2018; HARRIS
et al., 2022).

Portanto, 0 aumento do investimento para intervencdes no controle do cancer
através da pesquisa basica e clinica para aprofundar o conhecimento e avancar nas
opcdes de tratamento sem duvida aceleraria 0 progresso contra o cancer e atenuaria as

desigualdades raciais e socioeconémicas (SIEGEL et al., 2022).

2.1.5 Tratamentos contra o cancer

Trés estratégias de enfrentamento ao cancer sdo importantes: a prevencao, o

diagndstico e o tratamento. O afastamento de fatores causadores de cancer (como por
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exemplo, o uso de alcool e tabaco) e uma alimentacao saudavel sdo as principais formas
de prevencdo. No estagio inicial, antes da metastase, um diagnostico rapido e preciso é

importantissimo para combater o tumor.

Nesta etapa, 0s trés principais tratamentos do cancer sdo a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia. Estas técnicas podem ser empregadas em conjunto,
variando apenas quanto a suscetibilidade dos tumores a cada uma das modalidades
terapéuticas e a melhor sequéncia de sua administracdo. Os principais objetivos do
tratamento s&o a cura, o prolongamento e a melhora da qualidade de vida (BAYALA et
al., 2014; INCA, 2020).

A respeito dessas técnicas, longo dos anos a quimioterapia tem sido o principal
tratamento utilizado para combater os diversos tipos de cancer no mundo
(BEHRANVAND et al., 2022). Geralmente, os tumores solidos sdo reduzidos de
volume por meio de cirurgia e radioterapia. A cirurgia é utilizada em seguida para
remover as células cancerigenas remanescentes. Embora muitas estratégias combinadas
tenham alcancado bons resultados, ainda esta longe de ter um bom resultado clinico
(SUN et al., 2021).

Os farmacos quimioterapicos (Quadro 1) agem atraves de diferentes mecanismos
para destruir as células tumorais incluindo a reticulacdo intracadeia de DNA;
bloqueando a sintese de DNA e/ou RNA; inibindo a acdo da topoisomerase; impedindo
a formacdo do fuso; agindo como antagonistas ou inibidores da sintese hormonal de
crescimento tumoral; inibindo quinases envolvidas na transducdo do receptor do fator
de crescimento; bloqueando a proliferacdo e diferenciacdo celular tumoral e de
linfocitos associados a ele; promovendo morte celular programada, através de moléculas
de adesao; inibindo o sistema de verificacdo imunoldgico; prevenindo a angiogénese;
depletando a asparagina (aminoacido essencial para o tumor). Os antineoplasicos podem

ser identificados por classes de acordo com o tipo de agente (RITTER et al., 2018).

Evidéncias apontam que a ineficacia da quimioterapia em alguns tratamentos
esta relacionada a inflamagdo cronica induzida pelos antineoplésicos. Quando
descontrolada, a inflamac&o cronica pode levar a um ambiente mais adequado para o
crescimento, proliferacdo e até recidiva das células tumorais (BEHRANVAND et al.,
2022).
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Os quimioterapicos causam diversos efeitos colaterais. O nivel de exposicao a
droga e a relacéo do efeito do dano promovido por ele, afetam o grau de toxicidade. E
necessario que haja uma reducdo dos efeitos colaterais induzidos por estes farmacos,
para melhorar a qualidade e sobrevida dos pacientes (BOOGAARD; KOMNINOS;
VERMENW, 2022).

Efeitos colaterais da quimioterapia, e em alguns casos a radioterapia, observados
em sobreviventes de cancer foram ototoxicidade, toxicidade gastrointestinal, toxicidade
gonadal, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade hematoldgica e
cardiotoxicidade (BOOGAARD; KOMNINOS; VERMELIJ, 2022). Além destes, outros
efeitos colaterais presentes no tratamento sdo: nauseas, vomito (GUPTA; WALTON;
KATARIA, 2021), alopecia, depressdo, teratogenicidade e até mesmo
carcinogenicidade (RITTER et al., 2018).

Vale ressaltar que a cardiotoxicidade € o efeito adverso mais comum na terapia
anticancerigena (MUDD; KHALID; GUDDATI, 2021; VISWANATHAN et al., 2021).
Agentes alquilantes, antimetabolitos, agentes de platina e agentes antimicrotubulares,
exibem efeitos cardiotoxicos, como arritmias, insuficiéncia cardiaca e isquemia
miocardica (MUDD; KHALID; GUDDATI, 2021).

Desta maneira, a identificacdo de biomarcadores relacionados a toxicidade,
como hemograma e testes bioquimicos, pode ajudar a diminuir os efeitos colaterais
destes farmacos (BOOGAARD; KOMNINOS; VERMEIJ, 2022). Neste sentido,
produtos naturais como 6leos essenciais, podem contribuir para diminuir tais efeitos,
além de serem uma alternativa de descoberta de novos farmacos (SHARMA et al.,
2022).



Quadro 1: Quimioterapicos utilizados no tratamento de diversos tipos de cancer.
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Tipo de classe

Grupo

Exemplos

Principais Mecanismos

Agentes alquilantes e
relacionados

Mostardas nitrogenadas

Bendamustina, clorambucil, ciclofosfamida e melfalano.

Nitrosoureias

Carmustina e lomustina.

Compostos de platina

Carboplatina, cisplatina e oxaliplatina.

Outros

Busulfan, dacarbazine, hydroxycarbamide, mitobronitol,
procarbazine, treosulfan, tiotepa e temozolomida.

Reticulacédo intracadeia de DNA.

Antimetabdlitos

Antagonistas do folato

Metotrexato, pemetrexede e raltitrexede.

Via da pirimidina

Azacitidina, capecitabina, citarabina, decitabina,
fluorouracil, gemcitabina e tegafur.

Via da purina

Cladribina, clofarabina, fludarabina, mercaptopurina,
nelarabina, pentostatina e tioguanina.

Bloqueio da sintese de DNA e/ou
RNA.

Anticorpos citotoxicos

Antraciclinas

Daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina e
idarrubicina.

Outros

Bleomicina, dactinomicina, mitomicina e trabectedina.

Mudltiplos efeitos na sintese de
DNA/RNA e acdo da
topoisomerase.

Derivados de plantas e
compostos similares

Taxanos

Cabazitaxel, docetaxel e paclitaxel.

Alcaloides da vinca

Vinblastina, vincristina, vindesina, vinflunina e
vinorelbina.

Montagem de microtdbulos;
impede a formagé&o do fuso.

Campotecinos

Irinotecano e topotecano.

Outros

Etoposideo.

Inibig&o da topoisomerase.

Hormdnios/antagonistas

Hormonios/analogos

Buserelina, dietilestilbestrol, etinilestradiol, goserelina,
histrelina, lanreotida, megesterol, triptorelina, octreotida
e pasireotida.

Antagonistas

Bicalutamide, cyproterone, degarelix, flutamide,
fulvestrant, mitotane, tamoxifen e toremifene.

Inibidores de aromatase

Anastrozol, exemastina e letrozol.

Agem como agonistas fisiologicos,
antagonistas ou inibidores da
sintese hormonal para interromper
0 crescimento tumoral dependente
de hormonio.
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Inibidores de
proteina quinase

Inibidores de tirosina
quinase ou outra quinase

Acalabrutinibe, axitinibe, crizotinibe, dasatinibe, erlotinibe,
gefitinibe, ibrutinibe, imatinibe, lapatinibe, nilotinibe e
vemurafenibe.

Inibidores de pan-
quinase

Everolimo, sorafenibe e temsirolimo.

Inibicdo de quinases envolvidas na
transducéo do receptor do fator de
crescimento.

Anticorpos Anti-EGF, EGF-2 Panitumumabe e trastuzumabe. Bloqueia a proliferacéo celular.

monoclonais Anti-CD20/CD30/CD52 | Brentuximabe, ofatumumabe e rituximabe. Inibe a proliferacdo de linfocitos.
Anti-CD3/EpCAM Catumaxomabe. Liga moléculas de adeséao

promovendo morte celular.
Anti-PD-L1 ou CTLA4 | Nivolumabe, pembrolizumabe, atezolizumabe e Inibidores do ponto de verificacdo
ipilimumabe. imunoldgico.

Anti-VEGF Bevacizumabe. Previne a angiogénese.

Diversos Antagonista do RXR Bexaroteno. Inibe a proliferacdo e diferenciacédo

celular.

Inibidor de proteassoma

Bortezomibe.

Ativacdo da morte celular
programada.

Enzima

Crisantaspase.

Esgota a asparagina.

Citotdxicos fotoativados

Porfimero sédico e temoporfina.

Acumula-se nas células e as mata
quando ativadas pela luz.

Adaptado de Ritter et al. (2018).
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2.2 OLEO ESSENCIAL, UM PRODUTO NATURAL COM ATIVIDADE
ANTICANCER

Sabe-se que varios 0leos essenciais (OE) possuem diversas atividades bioldgicas
(SHARMA et al., 2022). Produtos naturais extraidos de plantas sdo um grande potencial
de fonte de substancias anticancerigenos (TALIB et al., 2022). Em especial, 0s 6leos
essenciais possuem atividades antioxidantes, antimutagénicas e antiproliferativas
(SHARMA et al., 2022). E importante ressaltar que as estruturas tnicas e complexas
oriundas de produtos naturais ndo podem ser obtidas facilmente por sintese quimica
(BAYALA et al., 2014). Ainda, é possivel que fatores como fragrancia; densidade;
textura; cor; penetracdo celular e atracdo e fixacao lipofilica/hidrofilica nas membranas
celulares (que permitem uma maior distribuicdo celular), tenha um papel significativo e,
portanto, podem atuar em diversos estagios de muitas doencas (BHALLA; GUPTA;
JAITAK, 2013).

Muiltiplos estudos apontam a atividade antitumoral in vivo e in vitro dos OE
obtidos de plantas (SOBRAL et al., 2014). Vale destacar que o nimero de pesquisas de
atividade anticancer de OE in vivo e in vitro tem crescido bastante. Os tipos de
bioatividade que os 6leos exercem na prevencdo do cancer sdo: antioxidante, citotdxica,
anti-proliferativa, apoptdtica, necrdtica, morte celular, inibi¢cdo do crescimento celular,
parada do ciclo celular e antitumoral (SHARMA et al., 2022). Além disto, os OE
auxiliam o sistema imunoldgico bem como atuam no efeito direto nas células tumorais
(BHALLA; GUPTA; JAITAK, 2013).

Muitos produtos naturais desempenham seu efeito anticarcinogénico visando um
ou varios marcadores de cancer e, portanto, alterando diversas vias de sinalizacdo. A
inducdo de morte programada da célula cancerigena é a via mais comum ativada por

produtos naturais derivado de plantas (TALIB et al., 2022).

Além disso, os efeitos terapéuticos dos OE como, atividade anti-inflamatoria,
calmante, relaxantes, analgésica, etc. podem ajudar como terapia adjuvante, e assim
promover o alivio de disturbios fisicos, emocionais e de dores aos pacientes tratados. E
importante salientar que o uso de OE em combinacdo com os quimioterapicos podem
promover uma redugdo da toxicidade (SHARMA et al., 2022). Mas para isto, ha a
necessidade de mais investigacoes a fim de aprimorar os protocolos de tratamento do
cancer (SHARMA et al., 2022; TALIB et al., 2022).
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Uma etapa importante para o estudo da atividade anticancerigena dos OE ¢ de
identificar corretamente seus constituintes quimicos (BAYALA et al.,, 2014).
Lembrando-se de se atentar que a composi¢do quimica sofre influéncia de fatores
geograficos e que, através do perfil quimico e farmacocinético, da seguranca e da
analise toxicologica que se pode chegar a uma abordagem de produto comercial
(SHARMA et al., 2022). Neste sentido, rastrear OE novos e moléculas desconhecidas
quanto a atividade anticancerigena pode contribuir significativamente para o avanco da
pesquisa e do tratamento (BHALLA; GUPTA,; JAITAK, 2013). Muitos monoterpenos
(compostos amplamente presente em OE) tém apresentado atividade antitumoral in vitro
e in vivo, e assim, ajudando a fornecer mais esclarecimento no entendimento da
atividade dos OE sobre o cancer (SOBRAL et al., 2014).

2.3 ANACARDIACEAS COM ATIVIDADE ANTITUMORAL

A flora do Brasil apresenta uma rica fonte de produtos naturais que podem ser
usados para estudos de fabricacdo de farmacos no desenvolvimento de novos

tratamentos contra diversas doencas, incluindo o cancer (MATSUO et al., 2011).

Diversas espécies da familia Anacardiaceae possuem atividade anticancerigena.
Ferreira e colaboradores (2011), testaram o extrato etandlico de Myracrodruon
urundeuva, na concentracdo de 50 pg/mL e observaram que ele foi capaz de inibir o
crescimento de células das linhagens HCT-8 (carcinoma de co6lon) SF-295
(glioblastoma), MDA-MB-435 (melanoma) e HL-60 (leucemia), sendo mais eficaz
contra a célula HL-60 com Clso de 12,5 pg/mL. Ainda no mesmo ano, Lopez, Ferraro e
Anesini (2011) demonstraram que o extrato das folhas de Lithraea molleoides
apresentou atividade antiproliferativa sobre a linhagem celular tumoral BW 5147
(linfoma), com Clsy de 428 + 40 pg/mL. No ano seguinte, o extrato do caule de Pistacia
integerrima apresentou inibicdo do crescimento celular contra linhagem MCF-7 (cancer
de mama), com Clsp de 90,9 ug/mL (BIBI et al., 2012).

Tanih e Ndip (2013) avaliaram a agdo do extrato do caule Sclerocarya birrea
contra trés linhagens celulares diferentes: HT-29 (adenocarcinoma colorretal), HeLa
(carcinoma cervical) e MCF-7 (cancer de mama). A melhor atividade antiproliferativa

foi observada em celulas MCF-7 (Clso= 87,6 ug/mL), em oposicao as linhagens HT-29
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(Clso= 686,65 ug/mL) e HeLa (Clsp= 326,01 ug/mL). O exame morfolégico mostrou
caracteristicas apoptéticas de aglomeragdo, condensacdo, brotamento das células e

formacdo de corpos apoptoticos.

Mais tarde, Ahmad et al. (2015) constataram a atividade antiproliferativa do
extrato da améndoa, das folhas e da casca do caule da Mangifera pajang Kosterm
separados em fracdes de éter de petrdleo, cloroférmio, acetado de etila e metanol. Para a
linhagem celular MCF-7 (cancer de mama), o melhor Cls, foi do acetato de etila das
améndoas (3,99 £ 0,47 pg/mL); para as linhagens HeLa (carcinoma cervical) e HT-29,
(adenocarcinoma colorretal) o melhor Clsg foi da fracdo metandlica das améndoas, com

valores respectivos de 5,40 £ 0,53 e 4,94 £+ 0,36 pg/mL.

Ainda, no mesmo ano, nos experimentos de Mirian et al. (2015), os 6leos de
resina de Rhus coriaria, Pistacia vera e Pistacia khinjuk, apresentaram citotoxidade
contra a linhagem celular de Y79 (retinoblastoma) com Clso de 9,1 £ 1,6; 9,6 £2,1 e 12
+ 1,9 pg/mL, respectivamente. Além disto, esses 6leos inibiram a angiogénese induzida
por VEGF com Clsy de 118,86 + 5,14; 122,72 + 4,36 e 211,26 + 15,37 pg/mL,
respectivamente. No ano seguinte, Choi et al. (2016) verificaram que o extrato etanoico
do fruto de Rhus vernicifua Stokes suprimiu o crescimento da linhagem de células
SKOV-3/PAX (cancer de ovario humano resistente ao paclitaxel), induzindo a clivagem
da caspase-9, -8, -3 e PARP. Em outro trabalho de Reboredo-Rodriguez et al. (2018), o
extrato aquoso das sementes da Pistacia vera promoveu morte celular a células de

linhagem MCF-7 (cancer de mama) através do aumento de EROs.

Em 2018, o extrato aquoso do fruto de Spondias cytherea foi testado contra a
linhagem de células B16-F10 (melanoma murinho) e apresentou citotoxidade, com Clsg
de 13,37 mg/mL. No modelo melanoma murinho in vivo, o extrato apresentou atividade
antitumoral na dose 450 mg/kg, através da modulacdo da via AKT/NF-xB/COX-2
(YOLANDE et al., 2018). No mesmo ano, foi apresentado um trabalho com o extrato
aquoso de folhas de Semecarpus parvifolia Thw, no qual foi possivel verificar a inducéo
da apoptose em células HEp-2 (carcinoma laringeo) através de uma via dependente de
NO (oxido nitrico), com Clsp= 301,09 = 28,2 pg/mL (SOYSA; JAYARTHNE;
RANATHUNGA, 2018).

No ano seguinte, Pasban-Aliabadi e colaboradores (2019) constataram que a

resina de Pistacia atlantica (100 pg/mL) induziu significativamente dano em células de
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linhagem MCF-7 (cancer de mama), ativou a caspase-3 e aumentou o nivel da proteina
p53. Além disso, a Ciclina-D1 diminuiu significativamente. No mesmo ano, em outro
estudo, Varela-rodriguez et al. (2019) constataram que o extrato aquoso de caule de
Rhus trilobata possui atividade citotoxica contra Caco-2 (adenocarcinoma colorretal)
através da inducdo de apoptose, com Clsy de 5 pg/mL. Além disto, ndo apresentou
efeitos toxicologicos adversos (sob os rins, o coragdo, pulmao, bago e figado) durante
sua administracdo in vivo na dose de 200 mg/kg). Ainda, em um estudo posterior, 0
extrato aquoso da Rhus trilobata apresentou a diminuicdo da viabilidade celular da
linhagem SKOV-3 (cancer de ovario) na concentracdo de 50 pg/mL através da via
apoptdtica. Os ensaios de apoptose demonstraram principalmente aumento da atividade
da caspase-3/7 e fragmentacdo do DNA nuclear em células (8,47% + 0,9%). Além disto,
0 extrato apresentou efeito antineoplasico em camundongos fémeas com
xenotransplante subcutaneo de células SKOV-3 na dose de 200 mg/kg/i.p., inibindo
lesBes tumorais ovarianas em 37,6% (VARELA-RODRIGUEZ et al., 2021).

Tabanca et al. (2020) observaram que OE da resina do tronco de Pistacia
lentiscus possuia atividade citotoxica contra as linhagens de células cancerigenas
humanas: HepG2 (carcinoma hepatocelular), SK-MEL-30 (melanoma), A-549
(adenocarcinoma alveolar pulmonar), 253J-BV (cancer de bexiga), Caco-2
(adenocarcinoma colorretal), HeLa (carcinoma cervical), PANC-1 (cancer de pancreas),
PC-3 (carcinoma de prostata), US7MG (glioblastoma), MCF-7 (cancer de mama) e
MDA-MB-231 (cancer de mama). O dleo foi mais eficaz contra a linhagem SK-MEL-
30, com Clsg de 5,25 + 0,33 pg/mL. Ainda, Ostovan et al. (2020) trouxeram, em seus
resultados, que o mesmo Oleo possui atividade citotoxica contra a linhagem celular
cancerigena SW48 (adenocarcinoma de c6lon) onde 5 pg/mL do 6leo apresentou 50,0 +
15,1% de células viaveis. Em outro trabalho, Mbaoji e outros pesquisadores (2020)
observaram que as fracdes diclorometano, metandlico e aquosa da folha e casca do
caule de Lannea barteri com extracdo a frio e a quente, possuiam atividade
antiproliferativa contra as linhagens KYSE70 (carcinoma escamoso de es6fago) e SiSo
(adenocarcinoma cervical uterino). Os melhores extratos foram do caule de
diclorometano com extracdo fria (Clso= 2,26 £ 0,92 pg/ml) e quente (Clso= 5,62 + 3,00
pug/mL), respectivamente. Além dos expostos, Li et al. (2020) obtiveram como resultado
de suas pesquisas, que o OE da casca de frutos de Spondias pinnata possuia atividade
citotoxica contra as linhagens HL-60 (leucemia), SMMC-7721 (carcinoma
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hepatocelular), A-549 (adenocarcinoma alveolar pulmonar), MCF-7 (cancer de mama) e
SW480 (adenocarcinoma de co6lon); tendo como melhor desempenho contra as células
de HL-60 com Clso= 13,29 pg/mL.

No género Schinus, alguns trabalhos apresentaram atividade anticancerigena. O
extrato hexanico de folhas de Schinus polygamous apresentou atividade citotoxica
contra as linhagens HepG2 (carcinoma hepatocelular) e Caco-2 (adenocarcinoma de
colorretal); com Clso de 102,65 e 217,78 pg/mL, respectivamente (EL-NASHAR et al.,
2021).

Os extratos de éter de petrdleo, de éter dietilico e de acetona de folhas de
Schinus molle apresentaram atividade antiproliferativa contra células de linhagem HL-
60 (leucemia), com Clsg de 13,3 = 6,1; 23,8 + 3,8 ¢ 27,4 = 7,0 ug/mL, respectivamente
(GARZOLI et al., 2019).

O OE e o extrato etanolico de folhas e frutos de Schinus molle apresentaram
atividade antiproliferativa contra linhagens de células HCT-116 (carcinoma de colon),
Caco-2 (adenocarcinoma de colorretal), MCF-7 (cancer de mama) e T47D (cancer de
mama). O OE foi mais eficaz contra Caco-2 e T47D, com Clso de 21,14 e 36,81 pug/mL;
enguanto o extrato etanolico das folhas foi mais eficaz contra HCT-116 e MCF-7, com
Clso de 32,77 e 27,99 pg/mL (ABOALHAIJAA et al., 2019).

OE de fruto, folha, caule e flor de Schinus molle apresentaram atividade
citotoxica contra as linhagens HCT-116 (carcinoma de colon), HepG2 (carcinoma
hepatocelular) e MCF-7 (cancer de mama). Contra as linhagens HCT-116 e HepG2, o
6leo do fruto apresentou melhor atividade, com Clsyp de 1,15 e 0,95 ug/mL,
respectivamente; e contra a linhagem MCF-7 o 6leo da flor obteve melhor resultado
com Cls de 0,98 ug/mL (HAMDAN; AL-GENDY; EL-SHAZLY, 2016). Em trabalho
anterior, Bendaoud et al. (2010) verificaram uma baixa atividade antiproliferativa do
6leo dos frutos da mesma planta contra a adenocarcinoma de mama MCF-7 (cancer de
mama), com Clso de 54 £ 10 mg/L. Uma boa explicagdo para isto, € que 0s principais
componentes identificados foram significativamente diferentes entre os trabalhos de
Bendaoud et al. (2010) e Hamdan, Al-gendy e El-shazly (2016); o que ja era esperado,
visto que Bendaoud et al. (2010) obtiveram a planta na Tunisia, enquanto Hamdan, Al-

gendy e El-shazly (2016) coletaram no Egito.
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2.4 Schinus terebinthifolia RADDI
2.4.1 Caracterizacao botanica

A Schinus terebinthifolia Raddi (Figura 5) € uma espécie de planta da familia da
Anacardeaceae e possui diversas sinonimias botanicas: Schinus terebinthifolius Raddi,
Sacorlheca baliiensis Turcz., Schinus mitcronulata Mart., Schinus aiitiarthriticu Mart.
ex March., Schinus weinmanniifolius Mart., Schinus weitmumniifolia Mart. var.
pauciflora Engl.. Schinus aroeira Vell., Schinus rhoifolia Mart., Schinus riedeliana
Engl., Schinus intermédia Chodat & Hassl., Schinus angustifolia (Chodat. & Hassl.)
Barkl., Schinus dubua Barkl., Schinus hassleri Barkl., Schinus chichita Speg., Schinus
terebinthifolia Raddi var. aroeira (Vell.) March., Schinus acutifolia Engl., Schinus
raddiana Engl., Schinus pohliana Engl., Schinus glazioviana Engl., Schinus selloana
Engl.. Schinus damaziana Beauv., Schinus lentiscifolia March. var. crenulata March.,
Schinus pilosa Engl., Schinus microphylla Chodat & Hassl.. Schinus angiistifolia
Chodat & Hassl., Schinus mellisii Engl., Schinus molle var. hassleri Bakl. (BEZERRA,
2022; LORENZI; MATOS, 2002; SILVA-LUZ et al., 2020).

Morfologicamente, a S. terebinthifolia é uma arvore dioica, de porte mediano
com variacdo de 5-10 m de altura (Figura 5A). Seu caule (Figura 5B) € cilindrico, aéreo
e lenhoso, com variacdo de 30-60 cm de diametro, apresenta ramificacdo simpodial e é
revestido por casca grossa e rugosa, com estrias longitudinais e cor marrom acinzentada.
Além disto, possui copa larga e perenifélia (AZEVEDO; QUIRINO; BRUNO, 2015;
LORENZI; MATOS, 2002).

Suas folhas (Figura 5C) sdo imparipinadas, com 3-10 pares de foliolos
aromaticos, medindo de 3-5 cm de comprimento por 2-3 cm de largura (LORENZI;
MATOS, 2002). Elas possuem coloragéo esverdeada, forte aroma e filotaxia alternada.
O limbo apresenta forma eliptica, consisténcia coriacea e bordos pouco ondeados. Do
peciolo até o ultimo foliolo, tém-se 11-15 cm, ja o foliolo apresenta de 4-8 cm. A
nervacdo é peninerva e em cada foliolo sdo encontradas uma nervura central, 15-19
nervuras secundarias e 5-9 nervuras tercidrias (em cada nervura secundaria)
(AZEVEDO; QUIRINO; BRUNO, 2015).
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As flores (Figura 5D) sdo masculinas e femininas muito pequenas, dispostas em
paniculas piramidais, pentdmeras, actinomorfas dialissépalas e dialipétalas, dispostas
em inflorescéncias compostas do tipo panicula racemosas (CESARIO; GAGLIANONE,
2008; LORENZI; MATOS, 2002).

O fruto (Figura 5E) € do tipo drupa, globoide, com cerca de 05 cm de diametro,
aromatico e adocicado, brilhante e de cor vermelha (LORENZI; MATOS, 2002).

No Brasil, ocorre ao longo da mata atlantica em praticamente todo o pais
(LORENZI; MATOS, 2002; SILVA-LUZ et al., 2020).
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Flgura 5: Espécime de Schinus terebinthifolia Raddl Nas figuras estd um espeC|me de (A) arvore, ‘com destaque para (B) as folhas distribuidas pelo ramo, 0
(C) caule, a (D) inflorescéncia e a (E) infrutescéncia. Fonte: Graca (2023).
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2.4.2 Etnobotanica

Popularmente ela é conhecida como aroeira, aroeira da praia, aroeira-vermelha,
aroeira do Brasil, aroeira-branca, aroeira-negra, aroeira-pimenteira, aroeira do brejo,
aroeira do campo, aroeira da Minas, aroeira do Parana, aroeira-mansa, aroeira-precoce,
aguaraiba, balsamo, cabui, cambui, coracdo-de-bugre, corneiba, fruto-de-raposa, fruto
do sabia, baga-de-natal (Havai; Guam), pimenta falsa (Riviera Francesa), chichita
(Argentina) e copal (Cuba) (LORENZI; MATOS, 2002; MORTON, 1978).

A S. terebinthifolia € uma planta amplamente utilizada na regido nordeste do
Brasil (BEZERRA, 2022) e tem sido empregada por comunidades rurais, indigenas e
quilombolas para fins medicinais (COSTA et al., 2015). A casca do caule e as folhas da
planta sdo as principais partes utilizadas nas preparacdes tradicionais (BEZERRA,
2022).

Tradicionalmente, as aplicacdes medicinais para as quais tem sido destinada
popularmente sdo: tratamento de inflamagGes, doencas do sistema urinario, doengas do
aparelho respiratorio, hemoptise, hemorragia uterina, cicatrizacdo, feridas, Ulceras,
infeccdo, gastrite, Ulcera, dor de dente, gripe, dor de garganta, reumatismo, tosse,
distdrbios do sistema nervoso, febre, disturbios gastrointestinais, distdrbios urogenitais,
dores de artrite, tensdo de tenddes, micoses, problemas de pele, calafrios, diabetes, gota,
atonia muscular, contusdes, diarreia, colicas, doencas bucais, problemas menstruais,
inchacos linfaticos, doencas cardiovasculares, tumores e cancer (BEZERRA, 2022;
CERQUEIRA et al.,, 2020; DE LIMA et al., 2006; LORENZI; MATOS, 2002;
MORTON, 1978; ULIANA et al., 2016). Além da gama de aplicacbes conhecidas
tradicionalmente, vale ressaltar que a Schinus terebinthifolia conta com a recomendacao
do Ministério da Saude para utilizacdo no SUS (ALVES et al., 2019), com indicacao de
uso como gel vaginal por suas acbes cicatrizante, antiinflamatéria e anti-séptica
(BRASIL, 2022).

Por tratar-se de uma planta com ampla ocorréncia em paises tropicais, onde tem
sido popularmente utilizada ha décadas sem relatos de efeitos colaterais, a continuidade
de seu uso como tratamento topico pode ser considerada como admissivel,
principalmente a partir de um cultivo objetivo e organizado que ndo venha a prejudicar

a vegetagdo. Desta forma, o uso medicinal da planta, especialmente em paises pobres,
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pode continuar a ajudar a lida tradicional com problemas de satde (MELO JUNIOR et
al., 2002).

2.4.3 Composicéo fitoquimica do 6leo essencial

O OE Schinus terebhinthifolius é caracterizado pela presenca de monoterpenos e
sesquiterpenos (ARAUJO et al., 2020; BELHOUSSAINE et al., 2022; BENDAOUD et
al., 2010; CARNEIRO et al., 2017; COLE et al., 2014; DANNENBERG et al., 2019;
DA SILVA et al., 2019; DO NASCIMENTO et al., 2012; ENNIGROU et al., 2017,
2018; KWEKA et al., 2011; NENAAH et al., 2022; PRATTI et al., 2015; SANTANA
et al.,, 2012; CAVALCANTI et al.,, 2015; SILVA et al., 2010; TODIRASCU-
CIORNEA et al., 2019; ULIANA et al., 2016).

Sem duvidas, o a-pineno é o composto majoritario mais encontrado na
composicdo quimica do 6leo. No estudo de Carneiro et al. (2017), todos os OE isolados
das folhas de plantas, de todas as capitais do nordeste, apresentaram o o-pineno como
um dos compostos majoritarios; careno, limoneno e felandreno foram os outros

componentes principais relatados pela pesquisa.

No Quadro 2 estdo presentes os compostos majoritarios de OE encontrados em
folhas e frutos da Schinus terebinthifolia. Os compostos a-pineno, limoneno, ao-
felandreno, 6-3-careno, germacreno D sdo as principais substancias que geralmente

aparecem nas amostras.



Quadro 2: Compostos majoritarios encontrados em 6leos essenciais de folhas e frutos de Schinus terebinthifolia.
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Local da coleta
(pais/estado/cidade)®

Parte da planta
usada

Compostos Majoritarios

Referéncia

Sabineno (14,93%), y-elemeno (13,18%), B-elemeno

Abdelgaleil et al.(2015);

Egito Folha (6,%63), a-candiol (6,61%) e germacreno B (4,71%). Abdelgaleil et al.(2016)
i . a-pineno (36,9%), a-felandreno (32,8%), limoneno
Egito / Alexandria Fruto (11.9%). o-terpineol (6,0%) e terpinoleno (3,1%). Salem et al. (2018)
. - Cis-B-terpineol (17,87%), E-cariofileno (17,56%), B- i
Egito / Caliubia Folha cedreno (9,76) e citronelal (7,03%). El-Massrry et al. (2009)
Limoneno (23,22%), espatulenol (14,34%), B-ocimeno .
Marrocos / Rabat Folha (13.32%), o-terpineno (9.45%) e y-terpineno (9,45%) Belhoussaine et al. (2022)
p Y-lerp
y-elemeno (10,11%), germacreno D (8,53%), B-elemeno .
Marrocos / Rabat Fruto (8.15%). o-terpineno (6.70%) e y-terpineno (6. 70%). Belhoussaine et al. (2022)
a-felandreno (34,38%), B-felandreno (10,61%), p-cimeno
Tunisia / Sfax Fruto (7,34%), a-pineno (6,49%), a-terpineol (5,60%) e B-pineno | Bendaoud et al. (2010)
(3,09%).
-, . a-felandreno (45,88%), limoneno (8,14%), germacreno-D .
Tunisia /Ariana / ElI Ghazala Fruto (7.39%) e B-felandreno (4,79%). Ennigrou et al. (2017)
a-felandreno (33,06%), a-pineno (15,18%), limoneno
Tunisia /Ariana / ElI Ghazala Folha (6,62%), biciclogermacreno (5,74%), germacreno-D Ennigrou et al. (2018)
(5,25%) e B-felandreno (4,85%).
- . 6-3-careno (31,2%), a-pineno (15,3%), a-felandreno
Arébia Saudita / Abha Fruto (11,29%) e D-limoneno (9,3%). Nenaah et al. (2022)
. . ~ o 0 _ 0 1 0, -
Brasil / Rio Grande do Sul / Capéo Eruto B-mirceno (41%), B-cubebeno (12%), limoneno (9%) e a Dannenberg et al. (2019)

do Ledo

pineno (8%).
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Germacreno D (23,8%), biciclogermacreno (15,0%), -

Brasil / S&o Paulo / Diadema Folha pineno (9.1%). B-longipineno (8.1%) e a-pineno (5.7%). Santana et al. (2012)
- 1 0 -ni 0,
Brasil / Rio de Janeiro / Seropédica | Folha ?ﬁ?ﬁ:};ﬂeno (35.2%), a-pineno (28,1%) e germacreno D Cavalcanti et al. (2015)
-1 V] o -Ni
Brasil / Rio de Janeiro / Seropédica | Fruto ((1115)1111(%0 (44,9%), germacreno D (17,6%) e B-pineno Cavalcanti et al. (2015)
. - o 6-3-careno (55,36%), a-pineno (15,62%), silvestreno
Brasil / Espirito Santo / Vitoria Fruto (10,69%) & germacreno D (2,48%). Kweka et al. (2011)
8-3-careno (30,37%), limoneno (17,44%), a-felandreno
Brasil / Espirito Santo / Vitoria Fruto (12,60%), a-pineno (12,59%), mirceno (5,82%) e o-cimeno | Cole et al. (2014)
(3,46%).
. . o 8-3-careno (55,36%), a-pineno (15,62%) e silvestreno .
Brasil / Espirito Santo / Vitoria Fruto (10,69%) e germacreno D (2,48%). Pratti et al. (2015)
. - o 8-3-careno (68,78%), E-cariofileno (8,22%), mirceno :
Brasil / Espirito Santo / Vitoria Folha (6.78%) € a-pineno (4,05%) . Uliana et al. (2016)
. . o B-felandreno (32,40%), a-pineno (16,68%), terpinen-4-ol Todirascu-Ciornea et al.
Brasil / Espirito Santo / Vitoria | Fruto (11,10%), a-felandreno (10,56%) e -pineno (4,26%). (2019)
8-3-careno (33,78-36,73%), a-felandreno (15,67-17,30%),
Brasil / Espirito Santo / Aracruz Fruto limoneno (15,03-16,32%), a-pineno (7,03-9,20%) e da Silva et al. (2019)
germacreno D (4,98-6,99%).
Brasil / Pernambuco Fruto Limoneno (31,8 = 1,2%), tujeno (21,7 + 0,9%), sabineno do Nascimento et al.
(15,8 +0,3%) e a-felandreno (11,9 + 0,8%). (2012)
-Ci -7- 94): O-eni- - iofi 0,
Brasil / Pernambuco / Recife Folha p -cimen-7-ol (22,5%); 9-epi-(E)-cariofileno (10,1%), Silva et al. (2010)

carvona (7,5%) e verbenona (7,4%).
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p-cariofileno (17,18 + 0,76%), aromadendreno (15,49 +

Brasil / Pernambuco / Recife Folha 0,44%), biciclogermacreno (8,64 + 0,11%) e iso- Araujo et al. (2020)
silvestreno (7,38 + 0,58%).
. . Careno (53,80 + 0,02%), a-pineno (20,66 + 0,02%), .
Brasil / Alagoas / Macei0 Folha limoneno (12,36 + 0,01%) e felandreno (4,76 + 0,03%). Carneiro et al. (2017)
0, _Ni 0,
Brasil / Sergipe / Aracaju Folha Careno (66,58 + 0,03%), a-pineno (16,49 +0,05%) e Carneiro et al. (2017)

felandreno (4,82 £ 0,03%).

# Quando informados.
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2.4.4 Atividades bioldgicas dos extratos

A literatura relata diversas atividades dos extratos da aroeira. A agdo antiviral foi
demonstrada a partir diferentes partes da planta. Extratos de casca foram eficazes contra
a herpes simples tipo 1 (HSV-1) (MOURA-COSTA et al., 2012; NOCCHlI et al., 2016)
e Poliovirus (MOURA-COSTA et al., 2012). O extrato de frutos tem a capacidade de
inibir a infeccdo do Zika virus na placenta (OLIVEIRA et al., 2020) e é eficaz contra o
alfavirus MAYV (SALLES et al., 2021). O extrato de folhas foi testado contra o Virus
do Mosaico Comum do Feijdo, apresentando atividade contra este virus
(ELSHARKAWY; EL-SAWY, 2015).

A partir dos galhos, descreveu-se a atividade antibacteriana da aroeira contra a
Enterococcus faecalis (COSTA et al., 2015) e, a partir de extratos de cascas da arvore,
notou-se a eficacia contra Staphylococcus aureus (DE LIMA et al., 2006; MELO
JUNIOR et al., 2002; MOURA-COSTA et al., 2012), Enterococcus faecalis (COSTA et
al., 2015), Enterococcus, Streptococcus viridans, Streptococcus, Bacillus corineforme
(MELO JUNIOR et al., 2002), Streptococcus mutans (VIEIRA et al., 2014),
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis (MOURA-COSTA et al., 2012).

Os frutos e as folhas também apresentaram propriedade bactericida. Dos frutos,
os extratos foram eficazes contra Mycobacterium bovis (BERNARDES et al., 2014),
Enterococcus faecalis (COSTA et al., 2015), Acinetobacter baumannii, Bacillus
subtilis, Micrococcus flavus, Pseudomonas aeruginosa, Sarcina lutea, Staphylococcus
aureus (SALEM et al., 2018), Bacillus megaterium, Bacillus mojavensis, Clavibacter
michiganensis, Xanthomonas campestres (ELSHAFIE et al., 2016) e Escherichia coli
(ELSHAFIE et al., 2016; SALEM et al., 2018).

Das folhas, diversos extratos foram eficazes contra Salmonella typhimurium,
Shigella sonnei, Klebsiella pneumoniae (BOUZADA et al., 2009), Bacillus cereus
(BOUZADA et al., 2009; FERREIRA et al., 2022), Pseudomonas aeruginosa
(BOUZADA et al., 2009; EL-MASSRRY et al., 2009), Enterococcus faecalis (COSTA
et al., 2015), Escherichia coli (EL-MASSRRY et al., 2009; ELSHAFIE et al., 2016;
ULIANA et al., 2016), Bacillus megaterium, Bacillus mojavensis, Clavibacter
michiganensis, Xanthomonas campestres (ELSHAFIE et al., 2016), Bacillus subtilis
(FERREIRA et al., 2022), Proteus mirabilis (GOMES et al., 2013), Staphylococcus
aureus (BOUZADA et al., 2009; EL-MASSRRY et al., 2009; GOMES et al., 2013;
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PEREIRA et al., 2011; ULIANA et al., 2016), Streptococcus mutans e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (PEREIRA et al., 2011).

A S. terebinthifolia também foi testada contra Leishmania amazonenses através
do extrato de sua casca, demonstrando eficdcia que aponta sua caracteristica
protozoaricida (MOURA-COSTA et al., 2012).

Além disto, os extratos de casca da aroeira também foram testados contra fungos
e demonstraram eficacia contra Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes
(BIASI-GARBIN et al., 2016), Paracoccidioides brasiliensis (JOHANN et al., 2010),
Candida spp. (SOARES et al.,, 2010), Candida albicans (ALVES et al.,, 2013;
MOURA-COSTA et al., 2012; PEREIRA et al., 2011), Candida parapsilosis e Candida
tropicalis (ALVES et al., 2012; MOURA-COSTA et al., 2012). A partir de frutos, foi
descrita a atividade contra o Colletotrichum acutatum e Botrytis cinérea (ELSHAFIE et
al., 2016).

Outros trabalhos investigaram a ac¢do fungicida da aroeira utilizando extratos de
suas folhas contra vérias espécies de fungos. Seu efeito foi descrito contra Sporothrix
brasiliensis (ALMEIDA-SILVA et al., 2022), Candida albicans (BARBIERI et al.,
2014; EL-MASSRRY et al., 2009; FERREIRA et al., 2022; PEREIRA et al., 2011;
SCHMOURLO et al., 2005; ULIANA et al., 2016), Streptococcus mutans (BARBIERI
et al., 2014), Colletotrichum acutatum, Botrytis cinérea (ELSHAFIE et al., 2016),
Candida glabrata (FERREIRA et al., 2022), Paracoccidioides brasiliensis (JOHANN
et al., 2010), Aspergillus niger e Aspergillus parasiticus (EL-MASSRRY et al., 2009).

A aroeira apresentou agdo efetiva contra outros organismos, os insetos. O extrato
de seus frutos foi, portanto, utilizado em ensaio larvicida, com resultado positivo, contra
Callosobruchus maculatus (OLIVEIRA et al., 2022). O extrato de folhas moustrou-se
eficaz contra o Sitophilus zeamais (CAMAROQOTI et al., 2018; CORTESE et al., 2022) e
0 Aedes aegypti (PROCOPIO et al., 2015).

Além das atividades supracitadas, outras caracteristicas dos extratos da aroeira
sdo trazidas pela literatura; entre elas, a capacidade de fotoprotecdo. Esta foi observada
em experimentos feitos com o extrato das folhas, nos quais foi possivel perceber a
reducdo da sintese de melanina (JORGE et al., 2012) e atividade antitirosinase in silico
(BEZERRA et al., 2022) e in vitro (JORGE et al., 2012). A fotoprotecdo foi
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apresentada ainda em outros estudos in vitro e in vivo (BULLA et al., 2015; JORGE et
al., 2012) e sem efeitos toxicos, irritantes ou genotoxicos (JORGE et al., 2012). Quanto
ao extrato dos frutos, o trabalho de Oliveira et al. (2020) mostrou que h& fotoprotecéo
em modelo de fator de protecéo solar in vitro, neste sentido, esta planta pode contribuir

para a protecdo contra o cancer de pele.

A pesquisa de Sereniki et al. (2016) mostrou que o extrato de cascas da aroeira
possui neuroprotecdo em um modelo da doenca de Parkinson induzida por rotenona. O
experimento sugere que possivelmente o efeito se deu mediado por atividade

antioxidante do extrato.

Outra atividade bioldgica relacionada a aroeira é a capacidade analgésica do
extrato dos frutos, o qual apresentou atividade antinociceptiva em ensaios de chapa
quente e do acido acético, bem como em teste de formalina (FERIANI et al., 2021A). A
atividade antinociceptiva também foi observada em extrato oriundo das folhas; isto foi
evidenciado por Scheid et al. (2018), através de ensaio por inducdo de dor neuropatica,

sem efeitos tdxicos.

Os extratos de cascas (NUNES-NETO et al., 2017) e de folhas (CAVALHER-
MACHADO et al., 2008) tém ainda atividade antialérgica, que inibe a liberacdo de
histamina durante a degranulacdo dos mastdcitos, reduzindo a formacdo de edema e
inibindo o influxo de eosindfilos e a producdo de CCL11/eotaxina e CCL5/RANTES
(CAVALHER-MACHADO et al., 2008; NUNES-NETO et al., 2017).

Testes realizados com extratos de cascas da S. terebinthifolia demonstraram
também a acdo cicatrizante de anastomoses colénicas (COUTINHO et al., 2006), de
feridas cirurgicas em bexiga (LUCENA et al., 2006), na cecorrafia (SCHEIBE et al.,
2016), em gastrorrafias e na parede abdominal (SANTOS et al., 2012). NUNES et al.
(2006) observaram que o extrato induz o aumento da carga maxima de ruptura e
deformacdo maxima da linha alba, na anélise tensiométrica; o efeito cicatrizante pode
ser determinado na analise histologica. Além disto, o extrato consegue inibir a infeccéo
(SANTOS et al., 2012; SCHEIBE et al., 2016) e a deiscéncia no estamago (SANTOS
etal., 2012).

A atividade anti-inflamatoria esta relacionada a extratos de diferentes 6rgéos da

planta. O extrato da casca possui agdo anti-inflamatoria contra gengivite (FREIRES et
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al., 2013; LINS et al., 2013) e estomatite protética causada por Candida ssp. (SOARES
et al., 2010) em estudo clinico. Além disto, obteve esta ac&o e atividade antisséptica em
modelo de peritonite fecal em ratos (MELO et al., 2014). Dos frutos, o extrato
apresentou atividade anti-inflamatéria no modelo de edema de pata de ratos induzido
por carragenina (FERIANI et al., 2021A). Das folhas, esta atividade biologica foi
observada em modelo de edema de orelha em camundongos (FEDEL-MIYASATO et
al., 2014B; SILVA, M. M. et al., 2017B) e em pleurisia e artrite induzidas por Zimosan
(ROSAS et al., 2015).

Dedvisitsakul e Watla-iad (2022) observaram a atividade antidiabética do extrato
de folhas, em ensaios in vitro, de inibi¢do de o-amilase ¢ a-glicosidase. Em sua
pesquisa, Rocha e colaboradores (2019) testaram os extratos de caule, fruto e folha, os
quais apresentaram atividade antidiabética, em ensaios in vitro, de inibigdo de o-
glucosidase e antiglicacdo. Eles também notaram o mesmo efeito nos testes in vivo de

tolerancia a glicose e de diabetes induzido por aloxana.

O extrato de frutos melhorou metabolismo lipidico apo6s alimentacdo
aterogénica, diminuindo os niveis de lipideos no figado, glicose e insulina em ratos
(FERIANI et al., 2021B); e o extrato de folhas tem a propriedade de reduzir o dano
hepético induzido por tetracloreto de carbono (ABDOU; SALEH; KHALIL, 2015). Tais

caracteristicas evidenciam a avitidade hepatoprotetora do extrato da aroeira.

Quanto a capacidade antioxidante, todos os 6rgdos da planta tém contribuic¢do. O
extrato da raiz apresentou esta aptiddo em modelo de DPPH, ABTS, FRAP, Poder de
redugdo e fB-caroteno (ROCHA et al., 2019). O extrato da casca apresentou atividade
antioxidante em modelo de DPPH (COSTA et al., 2015; ROCHA et al., 2019), ABTS,
FRAP, Poder de redugdo e p-caroteno (ROCHA et al., 2019).

O extrato do fruto possui atividade antioxidante em modelo de DPPH
(CARNEIRO et al., 2022; COSTA et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2020; FERIANI
et al., 2021A; REBELATTO et al., 2020; TLILI et al., 2018), B-caroteno (CARNEIRO
et al.,, 2022; DE OLIVEIRA et al., 2020), FRAP (CARNEIRO et al., 2022;
REBELATTO et al., 2020), CARO (DE OLIVEIRA et al., 2020), H,O, (FERIANI et
al., 2021A), CAT (TLILI et al., 2018) e ABTS (REBELATTO et al., 2020).
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O extrato de folhas também apresentou atividade antioxidante, a qual foi
observada em modelo de DPPH (BULLA et al., 2015; COSTA et al., 2015;
DEDVISITSAKUL; WATLA-IAD, 2022; EL-MASSRRY et al., 2009; ROCHA et al.,
2018, 2019; SILVA, et al., 2017B; ULIANA et al., 2016), p-caroteno (BULLA et al.,
2015; EL-MASSRRY et al., 2009; ROCHA et al., 2019; SILVA et al., 2017B), ABTS
(ROCHA et al., 2019; SILVA et al., 2017), FRAP e Poder de reducdo (ROCHA et al.,
2019).

Diante das atividades bioldgicas do extrato da aroeira, a literatura relata ainda a
capacidade anticancerigena desta planta. O extrato de suas folhas possui atividade
antigenotoxica e antimutagénica (FEDEL-MIYASATO et al.,, 2014A), além de
melhorar a integridade do material genético (atividade quimiopreventiva), modular a
fagocitose esplénica de células mutantes e aumentar a taxa de apoptose (FEDEL-
MIYASATO et al., 2014B). Em estudos in vitro, o extrato apresentou atividade
citotoxica contra as linhagens de células tumorais U251 (glioma), MCF-7 (cancer de
mama), NCI-ADR/RES (tumor ovariano multirresistente a drogas), 786—0 (carcinoma
de células renais hipertripldide), NCI-H460 (carcinoma pulmonar), PC-3 (carcinoma de
préstata), OVCAR-3 (carcinoma ovariano), HT-29 (adenocarcinoma colorretal), K562
(carcinoma hepatocelular) (SILVA, et al., 2017B) e DU145 (cancer de préstata), através
da inducdo da morte celular apoptoética e autofagica (QUEIRES et al., 2006).

2.4.5 Atividades bioldgicas do éleo essencial

Vérias atividades biol6gicas do OE da aroeira sdo descritas pela literatura. Uma
das quais é a bactericida. No estudo de (ALVES et al.,, 2019), o OE da planta
apresentou atividade contra Streptococcus mutans, Streptococcus oralis e Streptococcus

salivarius.

Os OE dos frutos da aroeira apresentam atividade antibacteriana contra:
Klebsiella oxytoca, Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Enterobacter agglomerans,
Streptococcus grupo D, Corynebacterium sp., Bacillus sp., Nocardia sp. (COLE et al.,
2014), Staphylococcus aureus (COLE et al., 2014; DANNENBERG et al., 2016;
MARTINELLI et al, 2017; SALEM et al., 2018), Streptococcus mutans,

Corynebacterium fim, Shigella dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas
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hydrophila, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Bifidobacterium
animalis subsp. lactis, Lactobacillus brevis (DANNENBERG et al., 2016), Listeria
monocytogenes (DANNENBERG et al., 2016; DANNENBERG et al., 2019), Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium (DANNENBERG et al., 2019; ENNIGROU
et al., 2017), Escherichia coli (COLE et al., 2014, DANNENBERG et al., 2019;
ELSHAFIE et al., 2016; ENNIGROU et al., 2017; MARTINELLI et al., 2017; SALEM
et al., 2018; SOUSA et al., 2013), Bacillus subtilis, Micrococcus flavus, Pseudomonas
aeruginosa, Sarcina lutea (SALEM et al., 2018), Bacillus megaterium, Bacillus
mojavensis, Clavibacter michiganensis, Xanthomonas campestres (ELSHAFIE et al.,
2016), Enterococcus feacium, Streptococcus agalactiae (ENNIGROU et al., 2017),
Bacillus cereus (DANNENBERG et al., 2016; MARTINELLI et al., 2017) e
Staphylococcus spp. (SOUSA et al., 2013).

Além disto, tem-se evidenciado a atividade antibacteriana do 6leo de folhas da S.
terebinthifolia contra Staphylococcus aureus (EL-MASSRRY et al.,, 2009;
MONTANARI et al., 2012; ULIANA et al., 2016), Pseudomonas aeruginosa (EL-
MASSRRY et al., 2009), Escherichia coli (EL-MASSRRY et al., 2009; ELSHAFIE et
al., 2016; ENNIGROU et al., 2018; MONTANARI et al., 2012; ULIANA et al., 2016),
Bacillus megaterium, Bacillus mojavensis, Clavibacter michiganensis, Xanthomonas
campestres (ELSHAFIE et al., 2016), Salmonella thyphimurium, Enterococcus feacium,
Streptococcus agalactiae (ENNIGROU et al., 2018), Staphylococcus ssp.(SILVA et al.,
2010) e Bacillus cereus (MONTANARI et al., 2012).

Interessantemente, nos trabalhos de Cairo et al. (2018) e Sousa et al. (2013), o
6leo apresentou atividade probacteria, aumentando o numero de Lactobacillus (bactérias
benéficas para a saide). Além de ter sido capaz de diminuir a incidéncia de diarreia
reduzindo enterobactérias sem afetar os 6rgdos, num estudo com porcos (CAIRO et al.,
2018). Neste sentido, uma criacdo de um probidtico a base deste 6leo seria de interesse

para a industria farmacéutica.

Em sua pesquisa, Arpini et al. (2019) demonstraram a atividade antifingica do
OE da aroeira contra Purpuriocillium lilacinum. A literatura evidencia a atividade do
0leo de frutos contra Colletotrichum acutatum, Botrytis cinérea (ELSHAFIE et al.,
2016), Candida albicans, Aspergillus niger, Penicillium sp (MARTINELLI et al.,
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2017). Oleos de folhas, por sua vez, sdo eficazes contra Aspergillus niger, Aspergillus
parasiticus (EL-MASSRRY et al., 2009), Candida albicans (EL-MASSRRY et al.,
2009; ULIANA et al., 2016), Colletotrichum acutatum e Botrytis cinérea (ELSHAFIE
et al., 2016).

Outra caracteristica do OE da aroeira é a acdo acaricida. Esta foi associada ao
OE de frutos, ocasido em que se mostrou eficaz contra Tetranychus urticae (DO
NASCIMENTO et al., 2012), e ao OE de folhas, com acdo comprovada contra
Tyrophagus putrescentiae e Suidasia pontifica (ASSIS et al., 2011).

O OE da aroeira também é capaz de acdo inseticida. Pesquisadores ja apontaram
esta atividade como resultado de testes do 6leo de frutos da planta contra Sitophilus
oryzae (BELHOUSSAINE et al., 2022), Spodoptera littoralis, Phthorimaea operculella
(ENNIGROU et al., 2017), Bemisia tabaci, Trialeurodes ricini (HUSSEIN; SALEM,;
SOLIMAN, 2017), Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis, Culex guinquefasciatus
(KWEKA et al., 2011), Stegomyia aegypti (PRATTI et al., 2015) e Culex pipiens
(NENAAH et al., 2022).

Quanto aos Oleos de folhas, relata-se sua eficicia contra Sitophilus oryzae
(ABDELGALEIL et al., 2015; ABDELGALEIL et al., 2016; BELHOUSSAINE et al.,
2022), Tribolium castaneum (ABDELGALEIL et al.,, 2015), Plutella xylostella
(ARAUJO et al., 2020) e Zabrotes subfasciatus (BERNARDES et al., 2018). Ainda,
Zahran, Abou-Taleb e Abdelgaleil (2017) evidenciaram a atividade do 6leo essencial da

planta contra Culex pipiens.

O OE dos frutos de Schinus terebinthifolia atenua os déficits de memoria
induzidos pela escopolamina por meio da modulacdo da via colinérgica e apresenta
propriedades antioxidantes sobre os pardmetros avaliados; além disto, enzimas
antioxidantes, incluindo SOD, CAT e GPX, desempenham um papel importante e
decisivo na reducéo do estresse oxidativo (TODIRASCU-CIORNEA et al., 2019).

Em um modelo de dor neuropatica, Piccinelli et al. (2015) demonstraram a acéo
anti-hiperalgeésica e antidepressiva do 6leo de frutos. O 6leo de folhas possui atividade
antinociceptiva em zebrafish, sem alterar a locomocdo e sem causar toxicidade; este

efeito antinociceptivo € mediado pelos sistemas opioides, nitrérgicos, receptores
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glutamatérgicos (NMDA), TRPALl, TRPV1 e ASICs (LIMA et al. 2020). Estes
trabalhos demonstram, portanto, a atividade bioldgica de analgesia da aroeira.

Além das caracteristicas citadas até 0 momento, esta planta possui ainda as a¢des
cicatrizante e anti-inflamatoria relacionadas ao seu 6leo. O OE de folhas apresentou
atividade cicatrizante, em roedores, exibindo efeitos anti-inflamatérios (aumentando a
concentragdo de mastdcitos) e angiogénicos (ESTEVAO et al., 2013; ESTEVAO et al.,
2015; ESTEVAO et al., 2017).

A capacidade antioxidante da Schinus terebinthifolia foi evidenciada atraves de
testes utilizando o Oleo de frutos, em DPPH (BENDAOUD et al., 2010;
DANNENBERG et al., 2016) e ABTS (BENDAOUD et al., 2010), e o 6leo de folhas,
em DPPH (EL-MASSRRY et al., 2009; ENNIGROU et al., 2018) ¢ p-caroteno (EL-
MASSRRY et al., 2009).

Estudos realizados com o o6leo da aroeira demonstraram ainda a acéo

anticancerigena como outra atividade bioldgica da planta.

O dleo de frutos apresentou citotoxicidade contra linhagem de células MCF-7
(cancer de mama), com Clsp de 47 + 9 mg/L (BENDAOUD et al., 2010). Em orutro
experimento, este mesmo 6leo foi eficaz contra NCI-ADR/RES (tumor ovariano
multirresistente a drogas), HT-29 (adenocarcinoma colorretal), MCF-7 (cancer de
mama), PC-3 (carcinoma de prostata), 786-O (carcinoma de células renais
hipertripl6ide), NCI-H460 (carcinoma pulmonar) e K562 (carcinoma hepatocelular);
com o melhor resultado de inibicdo total do crescimento (ITC) calculado contra a NCI-
ADR/RES (linhagem de células de ovario multirresistente a drogas), com 0,02 pg/mL
(DA SILVA et al., 2019). No estudo de Silva et al. (2017A), foi eficaz contra as
linhagens de células tumorais U251 (glioma), MCF-7 (cancer de mama), NCI-
ADR/RES (linhagem de células de ovario multirresistente a drogas), 786—0 (carcinoma
de células renais hipertripléide), NCI-H460 (carcinoma pulmonar), PC-3 (carcinoma de
préstata), OVCAR-3 (carcinoma ovariano), HT-29 (adenocarcinoma colorretal) e K562
(carcinoma hepatocelular). Os autores acreditam que isto se deve aos sesquiterpenos

presentes no 6leo.

Nas folhas, a-pineno, B-pineno (compostos presentes no 6leo) e a combinacéo

dos dois ultimos, apresentaram atividade citotdxica contra as seguintes linhagens:
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B16F10-Nex2 (melanoma murinho), A2058 (melanoma metastatico), HelLa (carcinoma
cervical), MCF-7 (cancer de mama) e HL-60 (leucemia). E todos foram mais eficazes
contra HL-60, com Clsy de 20,0 £ 0,1; 15,0 £ 0,1; 209 + 0,4 e 22,9 = 0,4 pg/mL,
respectivamente (SANTANA et al., 2012).

Dado o exposto, a S. terebinthifolia esta correlacionada com a prevencao e/ou
tratamento de diversas doencas, inclusive o cancer (FEDEL-MIYASATO et al.,
2014A). Apesar do conhecimento avancado que temos até agora sobre este problema de
salde, ainda ha muito o que descobrir neste campo de pesquisa (RAVI et al., 2022).
Diversos trabalhos demonstram a atividade citotoxica contra células tumorais do OE da

S. terebinthifolia, entretanto ndo ha trabalhos relatando sua atividade in vivo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos antitumorais (in vitro e in vivo) e a toxicidade sistémica dos

compostos a-pineno, 3-careno e do 6leo essencial de Schinus terebinthifolia Raddi.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a constituicdo quimica qualitativa e quantitativa do OE extraido de
folhas de S. terebinthifolia Raddi;

o Investigar a citotoxicidade (in vitro) dos compostos a-pineno, 3-careno e do OE
de S. terebinthifolia contra linhagens tumorais;

o Avaliar o efeito antitumoral dos compostos a-pineno, 3-careno e do OE de S.
terebinthifolia em modelo in vivo;

. Estimar os possiveis efeitos toxicologicos sistémicos dos compostos a-pineno, 3-

careno e do OE de S. terebinthifolia.
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4 METODOLOGIA
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados conforme com a figura 6.

Delineamento experimental
Analise do material vegetal —

Coleta e processamento

p— Toxicidade sistémica

in vivo Massa corporal

Massa dos orgaos

Extracdao do OE Sarcoma 180 '

Hematologia

Composicao quimica

Testes bioquimicos

Cromatografia gasosa

Figura 6: Delineamento experimental envolvendo as etapas de analise vegetal, atividade antitumoral e toxicidade sistémica.
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4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Amostras foliares de S. terebinthifolia foram coletadas as margens do rio Poxim,
proximo ao Municipio de S&o Cristovéo, Sergipe — Brasil, na coordenada 10°55°14.8”S
37°06°11.9”0 (Figura 7). O material foi acondicionado em sacos de plastico e
transportados até o laboratdrio onde foi mantido sob refrigeracdo em temperatura de -
4°C até o momento da extragdo do OE. Um espécime foi coletado e comparado ao
depositado anteriormente no Herbario da UFS, com o voucher ASE 39748 e registrado
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) A322F4B.

Figura 7: Populagdo natural de Schinus terebinthifolia Raddi localizada no municipio de Séo
Cristovao, Sergipe. Coordenada 10°55°14.8”S 37°06°11.9”0. Fonte: Gracga, 2023.
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4.3 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do OE da S. terebinthifolia (OEST) foi feita de acordo com
Cavalcanti et al. (2015), com adaptacOes. Para isto, 700 g de folhas em 3L de agua
deionizada foram extraidas por 2h no aparato de clevenger. O 6leo foi separado por
densidade e colocado em vidro previamente seco, hermeticamente fechado e protegido

da luz até a realizacéo da anélise da composi¢do quimica e até os demais experimentos.

4.4 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO OEST

O experimento foi realizado no Laboratério de Cromatografia Gasosa do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sergipe, e em parceria com a
Prof. Dr. Paulo Cesar de Lima Nogueira. A analise do OEST foi feita utilizando um
CG-EM/DIC (GCMSQP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) equipado
com um amostrador automatico AOC-20i (Shimadzu). As separacdes foram realizadas
utilizando uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek (5% - difenil- 95% -
dimetilpolissiloxano) com 30 m x 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura
de filme, em fluxo constante de Hélio (99,999%). de 1,2 mL/min A temperatura do
injetor foi de 280 °C, com um volume de injecdo de 0,5 pL (10 mg/mL) e uma
proporcdo de divisdo de 1:30. A temperatura do forno foi programada de 50°C por 1,5
min, com aumento de 5°C/min até 200 °C, e depois de 10°C/min até 280°C,

permanecendo nesta temperatura por 5 min.

Os dados EM e DIC foram adquiridos simultaneamente empregando um
Detector Splitting System; a propor¢cdo de fluxo dividido foi de 4:1 (EM:DIC). Um
didmetro interno de 0,62 m x 0,15 mm tubo restritor (coluna capilar) foi usado para
conectar o divisor ao detector de EM; um didmetro interno de 0,6 m x 0,22 mm tubo
restritor foi usado para conectar o divisor ao detector DIC. Os dados EM
(Cromatograma de fon Total, CIT) foram adquiridos no modo de varredura completa
(m/z de 40-350) a uma taxa de varredura de 0,3 varredura/s usando a ionizacdo
eletronica (IE) com energia de elétron de 70 eV. A temperatura do injetor foi de 250 °C
e a temperatura da fonte de ions foi de 200 °C. A temperatura do DIC foi ajustada para
300 °C, e os suprimentos de gas para o DIC foram hidrogénio, ar e hélio em vazdes de

30, 300 e 30 mL/min, respectivamente.
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A quantificagdo de cada constituinte foi estimada pela normalizagdo da &rea do
pico DIC (%). As concentragdes de compostos foram calculadas a partir das areas de

pico de CG e foram organizadas em ordem de eluicdo de CG.

O indice de retencdo (DOOL; KRATZ, 1963) foi obtido pela injecdo de uma
mistura linear de hidrocarbonetos C7-C30 nessas mesmas condicgdes, e a identificacao
dos constituintes foi feita com base na comparacéo do indice de retencdo e EM com 0s
da literatura (ADAMS, 2007), bem como pela correspondéncia computadorizada dos
espectros de massa adquiridos com aqueles armazenados nas bibliotecas espectrais de
massa NIST21, NIST107 e WILEY8 do sistema de dados CG-EM.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Este teste foi realizado no Laboratério de Oncologia Experimental, da
Universidade Federal do Ceara, em parceria com a Prof.2 Dr.2 Claudia do O Pessoa. As
linhagens tumorais utilizadas, SNB-19 (Glioblastoma - humano), HCT-116 (Carcinoma
de célon - humano) e PC-3 (Carcinoma de préstata - humano) foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Céncer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos, mantidas em estufa

a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO.,.

A analise de citotoxicidade foi realizada pelo método do MTT descrito
primeiramente por Mosmann (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na converséo do sal
brometo de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) em azul de formazan,
a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas.
O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade,
mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

Este teste foi realizado segundo as instrugdes de Quintans et al. (2013). Para
isto, as células foram plaqueadas nas concentracdes de 0,7 x 10° cél/mL (HCT-116), 0,1
x 10° cél/mL (SNB-19 e PC-3). As amostras foram testadas na concentracio Unica de
4,5 pg/mL para OEST e de 20 pg/mL para as outras amostras, em triplicata. As placas
foram incubadas por 72h em estufa a 5% de CO, a 37 °C. Ao término deste, as placas

foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 100
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pL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A
absorbancia foi lida ap6s dissolugdo do precipitado com 100 pL de DMSO puro em

espectrofotdbmetro de placa, no comprimento de onda de 595 nm.

Inicialmente, as amostras foram utilizadas nas concentragdes de 4,5 pg/mL para
0 OEST ¢ 20 pg/mL para o a-pineno e 0 3-careno; para a obtencdo dos percentuais de
inibicdo de crescimento (IC%). Em seguida, a melhor amostra foi reconduzida para a
avaliacdo da concentracgdo inibitdria média (Clso).

Os experimentos foram analisados segundo a media + desvio padrdo da média
(DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa
GraphPad Prism 8.0.1.

4.6 AVALIACAO DA ACAO ANTITUMORAL SOBRE O SARCOMA 180
4.6.1 Manutencéo do Sarcoma 180 (S180)

Para avaliar o efeito antitumoral in vivo do OEST, a-pineno e 3-careno, foi
utilizado o tumor experimental transplantavel Sarcoma 180 (S180), também chamado

de tumor de Crocker.

Inicialmente, as células cancerigenas S180 foram obtidas atraves do Laboratério
de Oncologia Experimental (LOE) da Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidas
na sua forma ascitica na cavidade abdominal de camundongos Swiss (Mus musculus),
sendo transferidas a cada 15 dias para um novo animal. Estes animais estavam sendo
mantidos no Laboratério de Farmacologia do Processo Inflamatorio da Universidade
Federal de Sergipe (LAFAPI-UFS).

Os animais de manutencdo foram anestesiados com isoflurano (1,5%; via
inalatdria), por meio de vaporizador calibrado acoplado a cilindro de gas oxigénio em
ambiente com exaustdo e eutanasiados por deslocamento cervical. O procedimento
asséptico da regido abdominal foi efetivado com alcool iodado e coletado 0,5 mL do
liquido ascitico da cavidade abdominal do camundongo. Uma suspensdo de células foi
preparada com o material coletado, 5,0 mL de ringer lactato, 0,2 mL de gentamicina (5
mg/mL), para posterior contagem das células. Este material foi transferido para os
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animais receptores saudaveis na concentracdo de 2 x 10° células/0,5 mL por via

intraperitoneal (i.p.).

4.6.2 Delineamento experimental

Para o experimento, foram utilizados camundongos Swiss, machos, da especie
Mus musculus, pesando 25-35 g, obtidos do Biotério Setorial da UFS/Fisiologia apos a
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) sob o nimero 14/2019. Os
camundongos foram mantidos com livre acesso a 4gua e alimento e em ciclo de claro-

escuro de 12h (com luzes acesas a partir de 6:00 AM).

Os animais foram divididos em 12 grupos (n=10), de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1: Descri¢do dos grupos para avaliacdo da atividade antitumoral em modelo de sarcoma 180 (S180).

Grupos (n=10)

Células tumorais

Tratamento (via intraperitoneal)

VEI
CTRL
OEST25
OESTS50
OEST100
PIN12
PIN25
PINSO
CAR12
CAR25
CARS0
5-FU

Ausente

S180 2 x 10° cé1/0,5 mL/animal
S180 2 x 10° cé1/0,5 mL/animal
S180 2 x 10° cé1/0,5 mL/animal
$180 2 x 10° cé1/0,5 mL/animal
S180 2 x 10° cé1/0,5 mL/animal
S180 2 x 108 cé1/0,5 mL/animal
$180 2 x 10° cé1/0,5 mL/animal
$180 2 x 108 cé1/0,5 mL/animal
S180 2 x 10° cé1/0,5 mL/animal
$180 2 x 108 cé1/0,5 mL/animal
$180 2 x 108 cé1/0,5 mL/animal

Veiculo (DMSO 2% em salina 0,9%)

Veiculo (DMSO 2% em salina 0,9%)

0leo essencial de S. terebinthifolia 25 mg/kg/dia
6leo essencial de S. terebinthifolia 50 mg/kg/dia
6leo essencial de S. terebinthifolia 100 mg/kg/dia
a-pineno 12,5 mg/kg/dia

a-pineno 25 mg/kg/dia

a-pineno 50 mg/kg/dia

3-careno 12,5 mg/kg/dia

3-careno 25 mg/kg/dia

3-careno 50 mg/kg/dia

5-Fluoruoracil 25 mg/kg/dia

DMSO: Dimetilsulféxido.
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4.6.3 Andlises do efeito antitumoral

A acdo antitumoral in vivo foi observada a partir de modelo experimental
utilizando células tumorais de ascite de Sarcoma 180 (S180) seguindo os protocolos
previamente descritos por Amaral et al. (2015) e Xavier et al. (2015) com algumas

modificacdes.

Foram implantados subcutaneamente células tumorais de ascite de sarcoma 180
(S180) de dez dias de idade (2x10° células por 500 pL desolugdo de Ringuer) na virilha
dianteira esquerda dos animais; exceto para o grupo veiculo (VEI). Os compostos
testados foram dissolvidos em DMSO 2% e depois administrados aos camundongos por
via intraperitoneal (i.p.), uma vez por dia, durante 07 dias consecutivos. O grupo VEI e
o controle (CTRL) receberam solucgéo salina 0,9% + DMSO 2% via i.p. O grupo 5-FU,

foi tratado com 5-fluoruoracil 25 mg/kg/dia.

Os tratamentos foram iniciados um dia apds a injecdo do tumor. Apds 24h da
ultima administracdo, os animais foram anestesiados (1,5% de Isofluorano por via
inalatdria) por meio de vaporizador calibrado acoplado a cilindro de gas oxigénio e, em
ambiente com exaustdo para coleta de sangue da regido orbicular do olho. O sangue foi

acondicionado para a analise dos parametros bioquimicos e hematoldgicos.

Em seguida, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O tumor,
baco, coracdo, figado, cérebro, rins e estbmago foram pesados e guardados em formol
10%.

O percentual de inibicao do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela férmula:

P1% =[(A-B)/A] x 100
Em que:
P1% = Percentual de inibi¢do de crescimento tumoral
A = média da massa do tumor no grupo controle negativo

B = média da massa do tumor nos animais tratados

Em seguida, as carcagas foram identificadas como material infectante,
congeladas em freezer e entregue ao Biotério Setorial da UFS/Fisiologia, para a coleta

seletiva de lixo biologico para descarte adequado, de acordo com a legislacdo vigente.
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4.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS TOXICOLOGICOS

A variagdo de peso corporal, a alteracdo dos pesos dos 6rgaos e as analises
hematoldgicas e bioquimicas foram determinadas para a avaliacdo antitumoral,

conforme descrito anteriormente por Moura et al. (2016).
4.7.1 Determinagéo da massa corporal

Todos os dias os animais foram pesados. A massa corporal dos animais foi
analisada quanto a sua variacdo do primeiro dia (dia da inoculagéo) até o penultimo dia

(G4ltimo dia do tratamento), diminuindo o valor da massa do tumor; conforme a férmula:

Am = (m —mp) — mt
Em que:
Am = varia¢do da massa corpora
m¢ = massa corporal final
mo = massa corporal inicial
mt = massa do tumor

As massas corporais foram expressas pela média (g) * erro padrao.

4.7.2 Determinacdo da massa do tumor e dos 6rgaos

Os orgdos extirpados tiveram suas massas aferidas em balanca analitica de
precisdo, ao final sendo guardados em frascos com formol a 10%, para futura analise
histologica. As massas dos orgdos (baco, coracdo, figado, cérebro, rins e estdmago)
foram convertidas na propor¢do de massa de 6rgao a cada 100 g de massa corporal do

animal.

4.7.3 Analises hematoldgicas

Para a determinacdo dos parametros hematologicos amostras coletadas do
sangue periférico da regido orbicular do olho e, logo depois, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical. Os parametros avaliados foram eritrocitarios

(hemécia, hemoglobina e hematdcrito) e leucocitarios (leucdcitos total e diferencial).
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A contagem total leucocitaria foi realizada com 20 pyL de sangue e, ap0Os
24horas, foi diluida em 380 pL de Turk. Em seguida, 10 pL da suspensdo foi colocado
em camara de Newbauer e leucocitos totais foram contados. A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada da preparacdo de uma lamina com uma gota de sangue, onde
posteriormente foi feito o esfregaco. ApOs esta etapa, 0 material foi colorido através de
corantes panoticos (Instant-Prov®). Em seguida, através de um microscépio optico, 100
células leucocitarias foram identificadas e contadas (basoéfilos, eosinofilo, linfécitos,

monacitos e neutrofilos).

A avaliacao dos parametros hematoldgicos eritrocitarios foi realizada, atraves do
colhimento de sangue em tubo contendo o anticoagulante EDTA. Posteriormente o

material foi avaliado em analisador automatizado.

4.7.4 Anédlises bioquimicas

Para a avaliacdo do funcionamento hepatico, foram dosados alanina-
aminotransferase (ALT) e aspartato-aminotransferase (AST); e, para analise do
funcionamento renal, os niveis de ureia e creatinina. As analises foram realizadas
através do sangue coletado via plexo orbital com auxilio de canula heparinizada, 24h
apos o ultimo dia de tratamento dos animais com S180. As amostras foram submetidas a
centrifugagdo 3500 rpm/10 min a 25°C para a obtengédo do soro. O procedimento dos
exames foi realizado seguindo as metodologias descritas pelo fabricante dos kits da

biotécnica.

4.7.5 Andlise histopatologica

Apos o0s procedimentos experimentais, os orgdos foram excisados e fixados em
formal (10%), emblocados em parafina e cortados a 5 um de espessura para posterior
coloracdo com hematoxilina-eosina (HE). Posteriormente a confeccdo das laminas
histologicas foram realizadas fotos através de microscopio optico. As laminas foram
avaliadas qualitativamente em cada grupo estudado (n= 3) que apresentou uma alteragédo

na media da massa, para examinar possiveis alteracdes histoldgicas.
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Para a gradacdao histoldgica do percentual de necrose coagulativa em relacdo ao
tecido tumoral foi realizada pelo sistema semiquantitativo proposto por Hew et al.
(1994), categorizado em Grau 1 (< 50% de necrose), grau 2 (50-80% de necrose) e grau
3 (> 80% de necrose). Cada pontuacdo em cada caso foi estimada a partir da analise dos
dois cortes histoldgicos obtidos de cada tumor. Para cada sec¢do, foram selecionados 05
campos histologicos por casualizagdo sistemética (ampliacdo de 100x). Nesse sistema,
para cada campo selecionado, seguiam-se dois campos desprezados até que o total de
campos fosse atingido. Cada campo recebeu um escore, e depois foi determinada a
média de cada grupo somando-se os escores pontuados e dividindo o resultado pelo

namero de campos avaliados.

Para determinar o indice mitdtico, 10 campos histolégicos e 10 campos
histologicos (ampliacdo de 400x) foram selecionados por randomizacdo sistematica
(para cada campo selecionado, seguiram-se dois campos descartados) até que o total de
10 campos fosse devidamente selecionado. As figuras mitoticas foram contadas para
determinar o nimero médio de mitoses por caso e depois por grupo. A identificacdo das
figuras mitoticas tipicas e atipicas foi realizada de acordo com os critérios morfologicos

descritos por Lashen et al. (2022).

4.9 ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos em média + erro padrdo da média, tratados
estatisticamente e as diferencas entre os grupos foram determinadas por analise de
variancia (ANOVA) e comparadas pelo pds-teste de Tukey (p<0,05). Para todos os
procedimentos foi utilizado o GraphPad Prisma versdo 6.0 (GraphPad, Software, San
Diego, CA., E.U.A)).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 RENDIMENTO E IDENTIFICACAO QUIMICA DO OEST

Ao todo foram coletados 9,4 kg de amostras foliares de S. terebinthifolia. O
rendimento das extracGes do OE foi de 1,4 mL/kg de folhas, com média de 1,1 mL de
Oleo/extracdo. O OEST apresentou uma alta fluidez, aparéncia liquida limpida, incolor a
verde claro, com odor fresco e aromatico, e sua densidade simples foi de 0,890 + 0,002
g/mL. Alguns estudos observaram a densidade do OE de frutos da S. terebinthifolia e os
valores observados foram de 0,80 g/mL por Kweka et al. (2011); 0,90 g/mL por Cole et
al. (2014); 0,86 g/mL por Pratti et al. (2015) e 0,87 g/mL por Dannenberg et al. (2016).

A andlise quimica por CG/EM-DIC revelou a presenca de 16 compostos (Tabela
2 e Figura 8) sendo majoritarios o a-pineno (39,60%), 3-careno (35,27%), limoneno
(7,19%), (E)-cariofileno (5,98%) e mirceno (3,21%). Percebe-se que o dleo apresentou

natureza predominantemente monoterpénica (91,65%).

Tabela 2: Composi¢do quimica do 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia obtida por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM-DIC).

Pico TR IRRexp IRRIit Composto DIC (%)
1 9,544 935 932 a-pineno 39,60
2 10,091 948 946 Canfeno 1,20
3 11,274 977 974 B-pineno 1,05
4 11,838 991 988 Mirceno 3,21
5 12,488 1006 1002 a-felandreno 1,49
6 12,843 1013 1008 3-careno 35,27
7 13,045 1017 1014 a-terpineno 0,75
8 13,634 1029 1024 Limoneno 7,19
9 13,745 1032 1026 1,8 cineol 0,62

10 15,045 1059 1054 y-terpineno 0,47
11 16,506 1089 1086 Terpinoleno 1,31
12 32,571 1426 1417  (E)-cariofileno 5,98
13 34,041 1459 1452 a-humuleno 0,42
14 35,493 1493 1489 B-selineno 0,52
15 35,859 1501 1496 Viridifloreno 0,69
16 37,006 1529 1522 o-cadineno 0,22
Monoterpenos 91,65
Sesquiterpenos 8,35
Total 100,00

DIC= detector por ionizacdo de chama.TR= Tempo de Retencdo. IRR exp.= indice de reten¢do
experimental. IRR lit.= indice de retencdo encontrada na literatura.
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Figura 8: Cromatograma do 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia Raddi obtido por CG/EM. 1: a-pineno; 2: canfeno; 3: B-pineno; 4: mirceno; 5: a-
felandreno; 6: 3-careno; 7: a-terpineno; 8: limoneno; 9: 1,8 cineol; 10: y-terpineno; 11: terpinoleno; 12: (E)-cariofileno; 13: a-humuleno; 14: B-selineno; 15:
viridifloreno; 16: y-cadineno.
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Interessantemente, o perfil quimico dos Oleos essenciais da S. terebinthifolia
encontrado pelos pesquisadores, mais parecido com o OE presente neste estudo, foram
o0s Oleos de folhas relatados no trabalho de Carneiro et al. (2017). O 6leo coletado em
Maceio (AL) apresentou como principais constituintes o careno (53,8%), a-pineno
(20,7%), limoneno (12,4%) e felandreno (4,8%); enquanto o 6leo coletado em Aracaju
(SE) exibiu careno (66,6%), a-pineno (16,5%) e felandreno (4,8%), como compostos

majoritarios.

Em seguida, a composicao dos 6leos de folhas e frutos de plantas de Vitoria (ES)
apresentou também um perfil fitoquimico semelhante ao OEST, mas com proporgdes
diferentes entre os constituintes. O 6leo de frutos exibiu como principais compostos: o-
3-careno (30,37%), limoneno (17,44%), a-felandreno (12,60%), a-pineno (12,59%),
mirceno (5,82%) e o-cimeno (3,46%) (COLE et al., 2014). No o6leo das folhas 5-3-
careno (68,8%), E-cariofileno (8,2%), mirceno (6,8%) e a-pineno (4,0%), foram os
compostos majoritarios (ULIANA et al., 2016).

Ainda, mesmo distante, o 6leo de frutos da S. terebinthifolia extraido em Abha
(Arébia Saudita) apresentou constituintes semelhantes ao OEST. O 5-3-careno (31,2%),
0 a-pineno (15,3%), o o-felandreno (11,2%) e o D-limoneno (9,3%) foram os

compostos mais presentes (NENAAH et al., 2022).

Diferentemente dos resultados encontrados, os Oleos de folhas de S.
terebinthifolia coletadas no Egito demonstraram uma composicdo quimica mais
destoante Estavam majoritariamente presentes sabineno (14,9%), y-elemeno (13,2%), B-
elemeno (6,%6), a-candiol (6,6%) e germacreno B (4,7%) (ABDELGALEIL et al.,
2015; ABDELGALEIL et al., 2016).

Vale destacar que a composi¢do quimica dos OE podem variar de acordo com

fatores genéticos, ontogénicos e ambientais (MORALIS, 2009).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

As anélises de citotoxicidade revelaram a eficacia do OEST, a-pineno e 3-careno
(Tabela 3). Na concentracdo de 4,5 pg/mL, o OEST foi capaz de inibir as células HCT-
116, SNB-19 e PC-3, com mais de 88% de inibi¢do; sendo mais eficaz contra SNB-19,
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com 91,7 + 1,2%, o que corrobora em partes com Santana et al. (2012), ja que o 6lo de
folhas também foi efetivo. Todavia, os compostos o-pineno e 3-careno nao
apresentaram um bom desempenho, mesmo numa concentragédo superior ao OEST.

Tabela 3: Média do percentual de inibi¢do do crescimento celular (IC%) do 6leo essencial de

folhas da Schinus terebinthifolia - OEST (4,5 pg/mL), a-pineno (20 pg/mL) e 3-careno (20
pg/mL).

Tipos celulares (linhagens)

HCT-116 SNB-19 PC-3
Amostras
% de Desvio % de Desvio % de Desvio
Inibicdo  Padrdo Inibicdo Padrdo Inibicdo Padrao
OEST 88,7 2,6 91,7 1,2 88,1 4,9
PINENO 10,9 9,6 7,0 2,4 0,0 0,0
CARENO 4,6 11,4 6,8 3,5 9,4 2,3

HCT-116 é uma linhagem de carcinoma de c6lon humano. SNB-19 é uma linhagem de
gliobastoma (tumor cerebral). PC-3 é uma linhagem de célula de cancer de préstata humano.

Embora os resultados ndo tenham demonstrado atividade citotoxica dos isolados,
muitos estudos relatam que o a-pineno possui atividade, in vitro, contra diversas
linhagens celulares: carcinoma hepatocelular - BEL-7402 (CHEN et al., 2015),
teratocarcinoma ovariano - PA-1 (HOU et al., 2019), carcinoma cervical - HelLa
(HUANG et al., 2022; SANTANA et al., 2012), carcinoma de colorretal murino - CT-
26 (JO et al., 2021), melanoma murinho - B16-F10 (MATSUO et al., 2011; SANTANA
et al., 2012), melanoma metastatico - A2058, cancer de mama - MCF-7, leucemia - HL-
60 (SANTANA et al., 2012), cancer de prostata - DU145 e PC-3 (ZHAO et al., 2018).

Interessantemente, nos estudos de Kumar, Dev e Sourirajan (2021), o careno € 0
a-pineno prenderam as células da Saccharomyces cerevisiae na transicdo G2/M do ciclo
celular. Segundo eles, a-pineno e careno podem ser testados em linhagens de células
cancerigenas e ensaio com animais para efeitos semelhantes; e assim poderem ser
explorados para terapia anticancerigena como inibidores do ciclo celular. No estudo de
Taira et al. (2021), a citotoxicidade dos monoterpenos de a-pineno e 3-careno esta
envolvida na morte celular apoptética com a ativacdo de caspases 3 e 7. Ainda, 0
careno possui atividade inibidora do PI3K (BORDOLOI et al., 2018), uma proteina

chave no controle do crescimento e metabolismo celular.
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Embora os dados apontem um baixo potencial do a-pineno e 3-careno contra
células tumorais, Kusuhara e colaboradores (2012) demonstraram em seu trabalho que
efeito do a-pineno ndo foi direto nas células, mas agiram de maneira indireta sobre o

tumor no modelo de melanoma murinho (B16-F10), in vivo.

Como a melhor resposta foi obtida com o OEST, foi determinada a concentragéo
inibitoria de 50% (Clsp). O OEST apresentou Clso de 0,135 pg/mL, 0,424 pg/mL e
0,135 pg/mL para as linhagens HCT-116, PC-3 e SNB-19, respectivamente, como
consta na Tabela 4. Vale destacar que as amostras apresentaram Clso abaixo de 1
pg/mL.

Tabela 4: Determinagdo da concentracdo inibitoria de 50% (Clsp) no intervalo experimental

(IE) do 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), do a-pineno e do 3-careno em
diferentes linhagens tumorais.

Amostra HCT-116 PC-3 SNB-19
Identificacdo Cls (IE) Clso (IE) Clso (IE)
0,135 pg/mL 0,424 pug/mL 0,135 pg/mL
OEST

(0,115 -0,159 pg/mL) (0,369 — 0,488 pg/mL) (0,115 — 0,159 pg/mL)

HCT-116 é uma linhagem de carcinoma de célon humano. PC-3 é uma linhagem de célula de
cancer de préstata humano. SNB-19 é uma linhagem de gliobastoma (tumor cerebral).

Os resultados encontrados demonstram que o OEST foi mais eficaz contra as
células cancerigenas estudadas que diversos dleos essenciais vegetais. No trabalho de
Aboalhaijaa et al. (2019), o OE de partes aéreas (folhas) de Schinus molle apresentou
um Clso de 43,29 pg/mL, contra células HCT-116; os compostos majoritarios foram o-
felandreno (48,0%) e B-felandreno (33,9%). E ainda, Hamdan, Al-gendy e El-shazly
(2016) determinaram o Clso de 1,15 pg/mL contra esta mesma linhagem de células,
porém com Oleo do fruto, e os principais compostos foram o a-felandreno (25,6%) e
limoneno (20,9%). Contra as células PC-3, Tabanca et al. (2020), constataram que o
oleo da resina do tronco de Pistacia lentiscus inibiu esta linhagem com Clsg de 15,3
pg/mL; os principais constituintes do 6leo foram o a-pineno (56,2%) e o mirceno
(20,1%). Jena et al. (2023) observaram que o Gleo de folhas de Piper trioicum
apresentou citotoxicidade contra HCT-116 e PC-3, com Cls de 95,28 e 74,93 pg/mL,
respectivamente; o principal constituinte do oleo foi 0 6-cadinene (19,57%).
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Vale resaltar que testes para determinacdo da citotoxicidade de 6leos essenciais
ou extratos vegetais contra SNB-19 s&o escassos. Para fim de comparagéo, Brito et al.
(2020) demonstraram que alcaloides tropanicos da casca do caule de Erythroxylum
bezerrae foram eficazes contra a linhagem SNB-19, com o menor Cls de 10,47
pg/mL; j& a doxorubicina (antineoplésico ja usado para o tratamento de diversos tipos
de cancer) apresentou Cls, foi de 0,15 pg/mL.

Perante isso, acredita-se que outros constituintes presentes no OEST, ainda que
em pequenas quantidades, quando combinados, sejam responsaveis pelo sinergismo
positivo apresentado pela eficiéncia deste 6leo essencial contra células cancerigenas nos

ensaios in vitro.

O (E)-cariofileno é um sesquiterpeno que participa da composicdo do OEST
com 5,98%. Sua atividade citotdxica foi descrita por Irrera et al. (2020) contra as
linhagens canceriginas de glioblastoma U373 e U87.

O limoneno € um monoterpeno presente na composi¢do do OEST com 7,19%.
Sua atividade citotoxica foi descrita por YE et al. (2020) ante a linhagem celular de

cancer de bexiga humana - T24.

O mirceno também é um monoterpeno que compde 0 OEST com 3,21%. A sua
atividade antiproliferativa foi descrita por Ferraz et al. (2013A) ante as células

canceérigenas de carcinoma hepatocelular (HepG2) e de melanoma (B16-F10).

O o-felandreno é outro monoterpeno que compde o OEST com 1,49%. Possui
atividade citotdxica ante as células cancerigenas de melanoma (B16-F10) e sarcoma
S180 (PINHEIRO-NETO et al., 2021).

O terpinoleno ¢ o B-pineno sdo monoterpenos que fazem parte da composic¢éo do
OEST com 1,31% e 1,05%, respectivamente. A atividade citotdxica destes dois
compostos foi observada por Ramos et al. (2014) ante as linhagens celulares
cancerigenas de adenocarcinoma colorretal (HT-29), carcinoma laringeo (HEp-2),
carcinoma mucoepidermoide pulmonar (NCI-292) e leucemia (HL-60).

O canfeno é um monoterpeno que partcipa da composi¢do do OEST com 1,20%.
Sua atividade citotdxica foi demonstrada por Girola et al. (2015) contra células tumorais

de melanoma murinho (B16F10-Nex), melanoma metastatico (A2058), carcinoma
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cervical (HeLa), leucemia (HL-60), glioblastoma (U87MG) e céancer de mama (SKBR-
3).

Desta maneira, dos 16 compostos presentes no OEST, pelo menos 09
constituintes apresentam atividade citotoxica comprovada contra células tumorais, o que
equivale a mais de 96% do OEST e nos da base para sustentar o efeito sinérgico do

6leo, perante a atividade in vitro.

5.3 AVALIACAO DO EFEITO ANTITUMORAL SOBRE O SARCOMA 180

Para avaliar a atividade antitumoral, o DMSO 2% foi utilizado como controle
negativo (CTRL) por ter sido utilizado como veiculo na preparacdo dos grupos tratados
com OEST, a-pineno e 3-careno. O DMSO é um solvente orgénico bastante utilizado
para solubilizar substancias, servindo inclusive como sistema de transporte de farmacos
através de membranas, como por exemplo morfina, penicilina, esteroides e cortisona
(CARDOSO, 2011).

O 5-FU foi utilizado como a droga padrdo (controle positivo). Ele é um
quimioterapico utilizado na clinica para o tratamento de diversos tipos de cancer como o
de adenocarcinoma de colorretal, de coldn uterino, de mama, de cabeca e pescoco. Este
agente quimioterapico tem sido estudado desde 1957 (GHAFOURI-FARD et al., 2021;
SETHY; KUNDU, 2021). Ele é utilizado em diversos trabalhos que avaliam a atividade
antitumoral em modelo experimental de tumor sarcoma 180, como Moura et al. (2016)
e Xavier et al. (2015).

A analise dos tumores (Figura 9) revelou que os grupos OEST50, OEST100 e
CAR50 foram os que mais reduziram s ignificativamente o peso do tumor em relagédo ao
grupo CTRL, com percentuais de inibicdo de 89,8%; 69,1% e 66,7%, respectivamente.
O 5-FU apresentou uma inibicéo de 80,3% em relagdo ao grupo controle. Foi constatado
também que o CAR25 conseguiu uma inibicdo de 49,3% em relacdo ao CTRL. O grupo
CAR12 reduziu o tumor em 33,8%, mas foi estatisticamente indiferente do CTRL.

Vale destacar que os grupos PIN12, PIN25 e PIN50, embora ndo tenham
apresentado diferenca estatistica em relagdo ao grupo CTRL, exibiram uma inibi¢&o de
37,3%; 32,0% e 31,3%, respectivamente.
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Foi observada uma diferenga intragrupo nos grupos tratados com OEST. A
curvatura em “U” formada pelas diferentes doses do OEST pode ser explicada pela
baixa eficiéncia do OEST25, pela dose terapéutica proxima ao ideal do OEST50 e

aproximacdo da toxicidade da dose do OEST100.
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Figura 9: Média da massa (g) do tumor dos animais em modelo de sarcoma 180, tratados com
6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), a-pineno ou 3-careno (dose em mg/kg/dia,
i.p.). CTRL: controle tratado com dimetilsulféxido 2% em salina 0,9%. 5-FU: 5-Fluorouracil
(25 mg/kg/dia, i.p.). As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido
pelo pbs-teste de Tukey, n= 10. *p < 0,05; ***p <0,001 e ****p <0,0001; quando comparados
ao CTRL.

Diversos OE vegetais apresentam atividade antitumoral no modelo de S180. Em
2009, Sharma e outros pesquisadores mostraram que o 6leo de folhas de Cymbopogon
flexuosus apresentou atividade antitumoral nas doses de 100, 150 e 200 mg/kg/dia,
inibindo o crescimento do tumor em 18,5%; 24,3% e 37,0%, respectivamente. O 5-FU

(controle positivo) apresentou uma inibicdo de 46,9%, na dose de 22 mg/kg/dia.

Bezerra et al. (2009) demonstraram que o 6leo de folhas de Croton regelianus
conseguiu inibir o crescimento do S180 em 28,1% e 31,8%, nas doses de 50 e 100
mg/kg/dia, respectivamente. Os autores definem que pelo menos parte do efeito do 6leo
foi do ascaridol (monoterpeno presente no Oleo desta planta), j& que este composto
também foi testado no experimento. O ascaridol apresentou inibicdo de 33,9% e 33,3%
nas doses de 10 e 20 mg/kg/dia, respectivamente. Entretanto, este efeito foi moderado,
visto que o controle positivo usado pelos pesquisadores (5-FU) apresentou uma inibi¢ao
de 69,5% na dose de 25 mg/kg/dia.
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Britto e pesquisadores (2012) observaram uma inibicdo do tumor S180 do OE de
folhas de Guatteria friesiana pelas vias de administragéo oral e intraperitoneal. Pela via
oral (v.0.), 0 Oleo inibiu 46,6% e 42,8%, nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia,
respectivamente. Pela via intraperitonial, o 6leo inibiu 43,4% e 54,2%, nas doses de 100
e 200 mg/kg/dia, respectivamente. O 5-FU, na dose de 25 mg/kg/dia, inibiu o
crescimento tumoral em 66,8%. Os autores, afirmam que esses efeitos podem ser
atribuidos aos seus componentes o-, - e y-eudesmol (Sesquiterpenos
predominantemente presentes no 0leo), por conta de seu efeito in vitro contra as
linhagens de leucemia (HL-60), de melanoma (MDA-MB-435), de carcinoma de célon
(HCT-8) e de glioblastoma (SF-295).

Ferraz e outros autores (2013A) publicaram que o OE de folhas de Lippia
gracilis apresentou atividade antitumoral com inibicdo do S180 em 38,5% e 41,9%, nas
doses de 40 e 80 mg/kg/dia, respectivamente. O timol € o composto majoritario deste
oleo (55,5%), seguido de p-cimeno (10,8%) e éter timol metilico (10,5%). Estes
compostos apresentaram baixa toxicidade contra as células tumorais de carcinoma
laringeo (HepG2), de carcinoma hepatocelular (K562) e de melanoma murinho (B16-
F10).

Ainda, em 2013, o 6leo de folhas de Xylopia frutescens inibiu o crescimento do
S180 transplantados nos animais em 31,0% e 37,5%, nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia.
Neste experimento, o 5-FU apresentou 63,2% de inibicdo. Os principais compostos
identificados no Oleo essencial foram (E)-cariofileno (31,48%), biciclogermacreno
(15,13%) e germacreno D (9,66%) (FERRAZ, et al., 2013B).

Fontes et al. (2013) constataram a inibicdo do S180 promovida pelo OE de
folhas de Guatteria pogonopus. As taxas de inibicdo de crescimento tumoral foram de
25,3% e 42,6%, nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente. O 5-FU reduziu o
peso do tumor em 66,8%. Os compostos majoritarios foram y-patchouleno (13,55%),
(E)-cariofileno (11,36%) e B-pineno (10,37%). Nos estudos in vitro, entretanto, os
compostos isolados do OE testados [B-pineno e (E)-cariofileno] ndo apresentaram
citotoxicidade contra as células cancerigenas de carcinoma ovariano (OVCAR-8), de

carcinoma pulmonar broncoalveolar (NCI-H358) e de carcinoma de prostata (PC-3).

Em 2015, Amaral e colaboradores mostraram que o OE de folhas de Mentha x

villosa possui efeito antitumoral através da via de administracdo oral e intraperitoneal
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contra 0 S180. O dleo, por via oral, foi eficaz nas doses de 100 e 200 mg/kg/dia, com
inibicdo de 25,0% e 45,2%, respectivamente. Por via intraperitoneal, a inibi¢do foi de
29,4% e 40,5%, nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente. Ciclofosfamida
(dose de 10 mg/kg/dia, v.0.) e 0 5-FU (mg/kg/dia, i.p.) foram os controles positivo e
apresentaram uma inibicdo de 59,5% e 69,4%, respectivamente. Os principais
constituintes do 6leo foram rotundifolona (70,96%) e limoneno (8,75%). Contudo, a
rotundifolona ndo apresentou uma boa atividade citotoxica contra as linhagens tumorais
de carcinoma de colon (HCT-116), de carcinoma ovariano (OVCAR-8) e de
glioblastoma (SF-295), no ensaio in vitro. Neste contexto, os autores concluiram que é
possivel que as agBes deste Oleo estejam relacionadas a agdo sinérgica de seus
constituintes menores. Este raciocinio pode ser aplicado aos efeitos do OEST, ja que o

a-pineno e o 3-careno ndo apresentaram citotoxidadeno no ensaio in vitro.

Xavier et al. (2015) observaram que o OE de folhas de Lippia Microphylla
apresentou atividade antitumoral no modelo de S180 nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia,
com inibicdo de 38% e 60%, respectivamente. O controle positivo, 5-FU (50
mg/kg/dia), apresentou uma inibicdo de 86%. Os compostos majoritarios presentes no

6leo foram timol (46,5%), carvacrol (31,7%) e p-cimeno (9,0%).

Moura et al. (2016) verificaram que o 6leo dos frutos de Xylopia langsdorffiana
impediu o crescimento do tumor S180 nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia com, inibicao
de 38,7% e 54,3%, respectivamente, enquanto o 5-FU (25 mg/kg/dia) apresentou
70,2%. O a-pineno (34,6 %) e o limoneno (31,7%) foram os compostos majoritarios do

Oleo.

Além dos OE, compostos isolados, tais como pineno, apresentam atividade
antitumoral em experimento com animais. Em 2011, Matsuo e colaboradores isolaram
o a-pineno do 6leo de frutos de Schinus terebhintifolius e avaliaram no modelo de
melanoma murinho B16-F10. Ele induziu apoptose (através do aumento da atividade da
caspase-3) e conferiu protecdo antimetastatica. A dose de 100 pL de a-pineno na
concentragdo de 10 mg/mL, foi capaz de inibir significativamente a quantidade de

nodulos em relacdo ao controle (PBS).

Interessantemente, o a-pineno, até mesmo disperso no ambiente, foi capaz de

diminuir o tumor. A distribui¢do do a-pineno (180 ng/L) num ambiente fechado
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promoveu a diminui¢cdo do tamanho do tumor de melanoma murinho (B16-F10) em
40% apos 17 dias de tratamento (KUSUHARA et al., 2012; KUSUHARA et al., 2019).

No experimento de Chen et al. (2015), o a-pineno (dose de 2,67 mL/kg) inibiu
69,1% do tumor induzido com células de linhagem BEL-7402, também num tratamento
de 14 dias. O 5-FU (dose de 0,67 mL/kg) inibiu 56,9%.

Zhao et al. (2018) demonstraram que o a-pineno € eficaz de inibir o crescimento
de xenoenxertos de cancer de prostata humano em camundongos na dose de 200 mg/kg
num tratamento que durou quatro semanas (duas vezes por semana). Este efeito foi

associado a inducédo de apoptose e a inibicdo da proliferacéo celular.

Ainda, Jo et al. (2021) observaram que 0 a-pineno, na dose de 40 mg/kg foi
capaz de inibir em 42,8% o tumor de célon (CT-26), num tratamento de 16 dias. Os
dados sugerem que a-pineno aumenta a atividade anticancerigena das células de defesa
do sistema imune Natural Killer (NK) através da via ERK/AKT.

O a-pineno também conseguiu inibir o crescimento do carcinoma cervical
(HeLa) na dose de 20 mg/kg, num tratamento de 14 dias (HUANG et al., 2022).

Desta maneira, a partir das informacdes da literatura supracitadas e comparando
com os resultados aqui apresentados, € possivel sugerir que o motivo do a-pineno nao
apresentar atividade antitumoral no presente estudo pode estar relacionado com o curto

periodo de tratamento (sete dias), menor que nos trabalhos mencionados acima.

Em relacdo a atividade antitumoral do 3-careno, esta ndo foi identificada na
literatura em experimentos in vivo, logo este trabalho é pioneiro tanto na avaliacdo do 3-

careno quanto do OEST, in vivo.

Dentro do exposto, provavelmente, a melhor atividade antitumoral e citotoxica
apresentada do OEST50 e OEST100 deve estar relacionada a acdo sinérgica de seus
constituintes quimicos. De fato, Hamdan, Al-Gendy e El-Shazly (2016) demonstraram
que mirceno, limoneno, a-felandreno, compostos presentes no OEST, foram eficazes
contra as linhas celulares cancerigenas de carcinoma de colon (HCT-116), de carcinoma
laringeo (HepG2) e de cancer de mama (MCF-7). Ainda, Hsieh et al. (2014)
demonstraram a inducdo de necrose em celulas de tumor de figado humano (HepJ5)

promovida pelo a-felandreno. A eficacia colaborativa dos constituintes dos Oleos
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essenciais demonstra como geralmente esses 6leos funcionam. O sinergismo parece ser
uma boa explicacdo de como os OE geralmente funcionam. Isto é bem evidente na fala
de Bhalla, Gupta e Jaitak (2013):
“E provavel que a atividade dos principais componentes dos 6leos essenciais
seja modulada por outras moléculas menores. No entanto, para fins bioldgicos, é
mais importante estudar um o6leo essencial inteiro do que alguns de seus

componentes, porque a teoria do sinergismo parece ser mais significativa.”
(BHALLA; GUPTA; JAITAK, 2013, pag. 3694).

Como foi visto anteriormente, quase todos os compostos isolados presentes no
OEST, apresentam atividade citotoxica in vitro. Desta maneira, pode-se concluir que a

atividade antitumoral do OEST decorre do efeito sinérgico entre seus constituintes.

5.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS TOXICOLOGICOS
5.4.1 Determinacdo da massa corporal

O ensaio revelou que nenhum dos grupos testados apresentou alteracdo na massa
corporal em relacdo ao grupo CTRL (p<0,05), exceto o grupo 5-FU que perdeu peso
drasticamente (p<0,0001) (Figura 10).
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Figura 10: Média da variacdo da massa (g) corporal dos animais em modelo de sarcoma 180,
tratados com 0leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), a-pineno ou 3-careno (dose
em mg/kg/dia, i.p.). VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e
CTRL foram tratados com dimetilsulfoxido 2% em salina 0,9%. 5-FU: 5-Fluorouracil (25
mg/kg/dia, i.p.). As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey, n= 10. ****p <0,0001 quando comparado ao CTRL. “*p <0,0001 quando
comparado ao VEI.



64

A perda da massa corporal dos animais tratados com 5-FU ja é bem
documentada nos artigos (AMARAL et al., 2015; BRITTO et al., 2012; FERRAZ et al.,
2013A; FERRAZ et al.,, 2013B; FONTES et al., 2013; MEIRELES et al., 2016;
XAVIER et al., 2015). A mucosite, a diarreia, a nausea, 0 vOmito e a anorexia sao uns
dos efeitos colaterais mais comuns do 5-FU (BRUTCHER et al., 2018). Isto implica
perda da massa corporal dos pacientes tratados com este quimioterapico, além de deixa-
los desidratados, debilitados e com muitas dores. Tanto o OEST quanto o 3-careno,
além de terem apresentado atividade antitumoral, demonstraram ser protetores contra a
perda da massa corporal. Isto ajuda na manutencdo da qualidade de vida dos pacientes e

implica menos complicagdes no tratamento.

Diferente dos resultados deste trabalho para o 6leo essencial da S. terebentifolia,
alguns OE podem apresentar a perda de peso como efeito colateral. Meireles et al.
(2016) documentaram que camundongos tratados com OE de Croton polyandrus, nas
doses de 100 e 150 mg/kg, apresentaram uma reducdo de peso. O mesmo foi observado
para o Oleo de folhas de Lippia microphylla, na dose de 100 mg/kg (XAVIER et al.,
2015).

5.4.2 Avaliacao da massa dos 6rgaos

O OEST100, CAR50 e 5-FU apresentaram uma diminui¢do na massa do figado,
quando comparados ao grupo CTRL (Figura 11). Entretanto, apenas os grupos CAR50 e
5-FU reduziram o tamanho do figado em relacdo ao VEI. Portanto, vale atentar-se para
a possivel hepatotoxicidade nas maiores doses do OEST e 3-careno que devera ser

investigada nas analises histoldgicas e bioquimicas (AST e ALT).
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Figura 11: Média da massa (g) do figado por 100 (g) da massa corporal dos animais, em
modelo de sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), a-
pineno ou 3-careno (dose em mg/kg/dia, i.p.). VEI: animais sem tumor tratados com veiculo.
CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com dimetilsulfoxido 2% em salina 0,9%. 5-FU:
5-Fluorouracil (25 mg/kg/dia, i.p.). As diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste de
ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, n= 10. *p < 0,05; ***p <0,001 e ****p <0,0001;
quando comparados ao CTRL. *p < 0,05 e **p <0,0001; quando comparados ao VEI.

A diminuicdo no figado, induzida pelo 5-FU, ja foi relatada em experimento
com camundongos (BRITTO et al., 2012). O figado é uma dos maiores 6rgéos do corpo
humano e tem como principais funcdes a metabolizagdo, desintoxicacdo e inativacdo de
compostos enddgenos ou exdgenos (BORON; BOULPAEP, 2015).

O 5-FU é extensivamente metabolizado no figado com rapida eliminacdo e
meia-vida curta, cerca de 10 minutos (GOIRAND et al., 2018). A hepatotoxicidade,
embora rara, € associada a terapia com o 5-FU. A lesdo ocorrida no figado pode ser
verificada a partir de marcadores como AST e ALT (ALESSANDRINO et al., 2019).
Quando os danos ao figado tornam-se severos, as consequéncias clinicas da cirrose
podem significar um risco de vida (BORON; BOULPAEP, 2015).

Diferentemente dos resultados encontrados neste trabalho, o 6leo dos frutos de
Xylopia langsdorffiana, na dose de 50 mg/kg levou a um aumento no figado de roedores
(MOURA et al., 2016).

A pesagem do baco (Figura 12) revelou que o grupo CAR50 e 5-FU
apresentaram uma diminuicdo aparente na massa deste o6rgdo, quando comparado ao
CTRL; entretanto, quando comparados ao VEI, ndo apresentam nenhuma alteracdo na

massa. Interessantemente, todos os grupos testados, com exce¢éo apenas do CARS50,
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apresentaram um amplo aumento no bago, quando comparado ao VEI. Ainda o grupo
OEST100 apresentou a massa intermediaria entre os grupos VEI e CTRL.
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Figura 12: Média da massa (g) do bago por 100 (g) da massa corporal dos animais, em modelo
de sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), a-pineno ou
3-careno (dose em mg/kg/dia, i.p.). VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL:
controle. VEI e CTRL foram tratados com dimetilsulfoxido 2% em salina 0,9%. 5-FU: 5-
Fluorouracil (25 mg/kg/dia, i.p.). As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de
ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, n= 10. *p < 0,05; **p <0,01 e ****p <0,0001;
quando comparados ao CTRL. p < 0,05; *p < 0,001 e **p <0,0001; quando comparados ao
VEIL.

O bago € um grande reservatorio de eritrocitos e leucdcitos, tendo papel
importante no sistema de defesa do corpo. Ele também desempenha o papel de limpeza,
destruindo eritrdcitos e plaguetas antigas. Quando superestimulado ele, aumenta de
tamanho, através do aumento do fluxo sanguineo, isto faz com que suas fungdes sejam
feitas com mais avidez (GUYTON; HALL, 2011).

A esplenomegalia (aumento do baco) pode estar relacionada a resposta do
organismo ao tumor. De fato, foi observado que o CTRL também apresentou um
aumento na massa do baco em relagdo ao VEI. O baco pode estar aumentando a
quantidade de leucdcitos para que este venha a combater o tumor. Para isto, a analise do
parametro hematolégico pode dar pistas de como estd o balanceamento entre a
quantidade e os tipos de leucocitos que foram produzidos. Foi observado que as maiores
doses de OEST e 3-careno, diminuiram o tamanho do baco, quando comparados com as
doses de seus respectivos grupos (OEST100 quando comparado com OEST25; e
CARS50 quando comparado com CAR25).
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Na literatura, o aumento do bago também foi visto em alguns OE. Bezerra et al.
(2009) documentaram que o 6leo de folhas de Croton regelianus, nas doses de 50 e 100
mg/kg, apresentou este efeito colateral. Ainda, 0 mesmo foi observado no 6leo de frutos
de Xylopia langsdorffiana, na dose de 50 mg/kg (MOURA et al., 2016).

Semelhantemente aos achados deste trabalho, a diminuicdo do baco foi
amplamente observada em camundongos tratados com 5-FU quando comprado com o
grupo CTRL (AMARAL et al., 2015; BEZERRA et al., 2009; BRITTO et al., 2012;
FERRAZ et al.,, 2013A; FERRAZ et al., 2013B; FONTES et al., 2013). Logo, a
diminuicdo da funcdo do bago pode levar a uma alteracdo hematoldgica e imunoldgica.
Neste contexto, os 6los testados aparentam manter ou aumentar a funcdo esplénica, o
que seria positivo para o combate ao cancer na medida em que contribue para as defesas

do corpo.

Nenhum grupo avaliado apresentou variagdo na massa do coragdo dos animais,
quando comparados ao grupo CTRL (Figura 13), mas o grupo OEST100 apresentou
uma diminuicdo na massa do corag¢do quando comparado ao grupo VEI. Desta maneira,
a avaliacdo histopatolégica pode esclarecer se houve possiveis danos no coracdo no
grupo OEST100.
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Figura 13: Média da massa (g) do coracdo por 100 (g) da massa corporal dos animais, em
modelo de sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), a-
pineno ou 3-careno (dose em mg/kg/dia, i.p.). VEI: animais sem tumor tratados com veiculo.
CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com dimetilsulfoxido 2% em salina 0,9%. 5-FU:
5-Fluorouracil (25 mg/kg/dia, i.p.). As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de
ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, n= 10. *p < 0,05 quando comparado ao VEI.
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Os grupos testados ndo apresentaram variagcdo na massa dos rins (Figura 14),

cérebro (Figura 15), estbmago (Figura 16) e pulmdes (Figura 17).
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Figura 14: Média da massa (g) dos rins por 100 (g) da massa corporal dos animais, em modelo
de sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), a-pineno ou
3-careno (dose em mg/kg/dia, i.p.). VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL:
controle. VEI e CTRL foram tratados com dimetilsulfoxido 2% em salina 0,9%. 5-FU: 5-
Fluorouracil (25 mg/kg/dia, i.p.). As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de
ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, n= 10.
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Figura 15: Média da massa (g) do cérebro por 100 (g) da massa corporal dos animais, em
modelo de sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), a-
pineno ou 3-careno (dose em mg/kg/dia, i.p.). VEI: animais sem tumor tratados com veiculo.
CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com dimetilsulfoxido 2% em salina 0,9%. 5-FU:
5-Fluorouracil (25 mg/kg/dia, i.p.). As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de
ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, n= 10.
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Figura 16: Média da massa (g) do estdmago por 100 (g) da massa corporal dos animais, em
modelo de sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), a-
pineno ou 3-careno (dose em mg/kg/dia, i.p.). VEI: animais sem tumor tratados com veiculo.
CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com dimetilsulfoxido 2% em salina 0,9%. 5-FU:
5-Fluorouracil (25 mg/kg/dia, i.p.). As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de
ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, n= 10.
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Figura 17: Média da massa (g) dos pulmdes por 100 (g) da massa corporal dos animais, em
modelo de sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), a-
pineno ou 3-careno (dose em mg/kg/dia, i.p.). VEI: animais sem tumor tratados com veiculo.
CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com dimetilsulféxido 2% em salina 0,9%. 5-FU:
5-Fluorouracil (25 mg/kg/dia, i.p.). As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de
ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, n= 10.

5.4.3 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos

Os parametros leucocitarios analisados: leucocitos totais e contagem diferencial

de leucdcitos (Tabela 5).
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Os grupos PIN12, PIN25 e PIN50 apresentaram um aumento no numero de
leucdcitos totais, quando comparados com os grupos VEI e CTRL (Tabela 5). O grupo
CAR50 também apresentou um aumento no ndmero de leucdcitos totais e 0s grupos

tratados com OEST néo apresentaram variacao no total de leucdcitos.

Este efeito também foi observado por Ferraz et al. (2013B), com o 6leo de
folhas de Xylopia frutescens, na dose de 100 mg/kg. De maneira contréria, o 6leo de
folhas da Mentha x villosa, nas doses 50 e 100 mg/kg, exibiu uma diminui¢do do
numero de leucdcitos totais (AMARAL et al., 2015).

O grupo 5-FU apresentou uma redugdo significativa do nimero de leucécitos
totais, quando comparados com os grupos VEI e CTRL. Este efeito é observado
vastamente pela literatura (AMARAL et al., 2015; BRITTO et al., 2012; FERRAZ et
al., 2013A; FERRAZ et al., 2013B; FONTES et al., 2013; MOURA et al., 2016;
XAVIER et al., 2015). Os leucdcitos sao células senguineas responsaveis pela defesa do
organismo contra infec¢des e inflamacgdes graves, sdo formados na medula dssea e em
tecidos linfaticos. Eles circulam pelo sangue e sdo transportados para os tecidos onde
irdo atuar (GUYTON; HALL, 2011).

Desta forma, a diminuicdo dos leucdcitos deixa o paciente susceptivel a
infecces e, assim, dificulta o tratamento contra o cancer. O OEST né&o apresentou este
efeito colateral comumente apresentado pelos quimioterapicos; ao contrario, o a-pineno
e o 3-careno (ha maior dose) aumentaram a quantidade de leucdcitos, induzindo assim

uma melhor resposta do sistema imunoldgico.

Quanto a contagem diferencial dos leucdcitos, os resultados ndo mostraram
diferenca entre os grupos (Tabela 5). Foi possivel observar que os grupos tratados com
OEST, a-pineno e 3-careno tiveram uma tendéncia de aumentar os neutrofilos e
diminuir os linfdcitos. Os neutréfilos sdo células maduras do sistema de defesa e atuam
promovendo a fagocitose, em locais de inflamagéo; ja os linfocitos sdo responsaveis
pela imunidade adquirida (GUYTON; HALL, 2011). Desta maneira, 0s 0leos testados
parecem priorizar o combate a infec¢cdo, mesmo sem um prévio reconhecimento do
patdgeno. A queda no numero de linfocitos ndo é exclusiva do OEST; a literatura ja
demonstrou este feito causado pelo OE de folhas do Croton polyandrus, na dose de 150
mg/kg (MEIRELES et al., 2016). Ainda, foi demonstrado por Moura et al. (2016) que
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os neutréfilos aumentaram em animais tratados com a dose de 100 mg/kg do bleo de
frutos de Xylopia langsdorffiana.

J& no grupo tratado com 5-FU foi observada a tendéncia de diminuir os
neutrofilos e aumentar os linfocitos. Esta tendéncia é esperada no tratamento com
antineoplasicos (XAVIER et al., 2015), isto porque estes medicamentos acabam
destruindo as células de defesa, principalmente os neutréfilos. O aumento da contagem
relativa de linfocitos que € causado pelo 5-FU é expressivo em diversos trabalhos
(AMARAL et al., 2015; BRITTO et al., 2012; MOURA et al., 2016; XAVIER et al.,
2015), isto se deve mais a auséncia de neutrofilos do que ao aumento absoluto do
namero de linfécitos. Além disto, além destes efeitos colaterais, Amaral et al. (2015),
Britto et al. (2012) e Moura et al. (2016) observaram uma diminui¢do do numero de

neutrofilos no grupo tratado com 5-FU.
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Tabela 5: Efeito do 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), do a-pineno e do 3-careno sobre parametros leucocitarios do sangue periférico de

camundongos inoculados com tumor Sarcoma 180 (S180).

Dose Leucogltos Contagem diferencial de leucdécitos (%)

Tratamento totais

(mg/kg/dia)  (10% cél/uL) Neutréfilos Eosinofilos Linfocitos Mondcitos
VEI DMSO 2% 50+£0,2 320+2,1 0,3+0,2 62,7+24 50+£1,0
CTRL DMSO 2% 49+04 47,7+ 3,3 0,1+0,1 474+ 3,6 48+1,0
5-FU 25 2,3+0,2% 23,0+£25 12+04 72,6 +2,2 3,2+0,6
OEST 25 6,4+0,3 55,1+4,0 0,4+0,3 418+3,7 2,7+£0,7
OEST 50 51+04 43,2+4,3 0,1+0,1 52,2+45 45+11
OEST 100 6,0+0,3 42,2+6,9 0,2+0,1 53,6 +7,3 40+0,7
PINENO 12,5 70+£05" 41,3+56 0,0+0,0 54,2 +58 45+0,5
PINENO 25 7,7+047" 39,1+8,5 0,0+£0,0 58,2 + 8,6 2,7+04
PINENO 50 761047 428+49 1,0+04 51,3+4,7 49+09
CARENO 12,5 6,3+0,2 42,3+ 6,7 0,7+0,3 52,4+6,1 46+05
CARENO 25 6,0+0,2 40,2+7,3 0,6+0,3 545+6,9 47+0,6
CARENO 50 6,7+0,3% 37.8+7,1 09+0,3 57, 7+7,3 3,6+0,7

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. PINENO: a-pineno. CARENO: 3-careno. 5-FU: 5-Fluorouracil. As diferencas estatisticas
foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, n= 10. *p < 0,05 quando comparado ao CTRL. *p < 0,05 quando comparados ao VEI.
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A respeito dos pardmetros eritrocitarios, ndo existiu diferenca entre os grupos
quanto aos pardmetros de hemoglobinas (HB), eritrocito (HEM), hematocrito (HT),
volume corpuscular médio (VCM), meédia corpuscular da hemoglobina (HCM) e

concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Os grupos OEST25, OEST50, PIN25, PIN50 e CARS50 apresentaram um
aumento na concentracdo de plaquetas quando comparados ao grupo VEI (Tabela 6).
Entretanto, nenhum destes apresentou uma diferenca estatistica em relagdo ao CTRL. O
tumor, na medida em que cresce, causa dano muscular e, consequentemente, gera
sinalizacdo para contencdo destes danos; o organismo, por sua vez, pode recrutar
plaquetas para minimizar hemorragias causadas por estes danos, elevando sutilmente o
nivel de plaquetas no sangue. Neste sentido, o efeito dos 6leos pode estimular o
aumento das plaquetas, as quais desempenham um papel importante j& que segundo
Guyton e Hall, (2011) elas sdo responsaveis pela coagulacdo sanguinea. Os 0leos
testados induziram este aumento que, permanecendo levemente, pode ndo conferir um
risco a integridade do paciente. Por outro lado, o aumento exarcebado de plaquetas pode
levar a principios de trombose.

Diferente dos outros grupos, o 5-FU exibiu uma trombocitopenia (baixo nivel de
plaquetas) drastica em relacdo aos grupos AS e CTRL. A diminuicdo de plaquetas pode
ser um grande perigo para o tratamento, pois o individuo fica suscetivel a hemorragia. A
trombocitopenia é um efeito colateral comum do 5-FU (BRUTCHER et al., 2018).

Algumas alteragBes nos parametros eritrocitarios também foram elucidadas em
pesquisas feitas com OE de plantas. Os 6leos do Croton polyandrus (150 mg/kg) e da
Xylopia langsdorffiana (50 mg/kg) aumentaram o valor de VCM (MEIRELES et al.,
2016; MOURA et al., 2016). Ainda, o 6leo de Lippia microphylla, na dose de 100
mg/kg, aumentou o0 CHCM (XAVIER et al., 2015). Desta maneira, fica evidente que o

OEST, o a-pineno e 0 3-careno nao presentaram alteracdes relavantes nos parametros

.....
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Tabela 6: Efeito do 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolia (OEST), do a-pineno e do 3-careno sobre parametros eritrocitarios do sangue periférico de
camundongos inoculados com tumor Sarcoma 180 (S180).

Dose HB HEM HT VCM HCM CHCM PLT
Tratamento o voidia)  (g/dL) (10° U/L) (%) (fL) (09) (g/dL) (10° dL)
VEI DMSO 2% 136 +0.2 73+02 422+06  588+05  194+02  321%03  7648%379
CTRL DMSO 2%  12,3+04 70403 413+14  585+09 19,0403  315+06 9524+ 67.2
5-FU 25 12,9405 6,303 380+17  61,0+07  189+02  303+04  546,6+ 354%#
OEST 25 12,8+0,4 6,7+03 397+10  593+06 194402  300+02 11144+ 708#
OEST 50 13,0 40,3 6,9+03 410407  562+08  184+01  324+04  1030,8 + 52,54
OEST 100 131403 71+03 416+11  580+08  184+03 32102  931,5+211
PINENO 125 13,6 40,3 6,8+0.1 388+12  584+04  189+02  323+04 9167 +293
PINENO 25 12,6 40,3 6,5+0,1 404+05  616+06  191+02  30,8+06 1049,3 +222#
PINENO 50 12,6402 6,7+0,1 405+08  615+06  190+02  311+05  1007,0 + 17,3#
CARENO 125 12,9403 6,5+0,1 300+08  610+05  194+02  310+04  967,6+258
CARENO 25 124403 6,4+0,1 402+09  612+05 190401  312+04  931,1+368
CARENO 50 13.4+0,4 6,8+03 423+12  599+05  191+02  31,8+02 10037 +42,0#

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. PINENO: a-pineno. CARENO: 3-careno. 5-FU: 5-Fluorouracil. HB: hemoglobinas. HEM:
eritrécito. HT: hematdcrito. VCM: Volume Corpuscular Médio. HCM: Média Corpuscular da Hemoglobina. CHCM: Concentracdo da Hemoglobina
Corpuscular Média. PLT: plaquetas As diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, n= 10. *p < 0,05

quando comparado ao CTRL. *p < 0,05 quando comparados ao VEI.
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5.4.4 Avaliacao dos parametros bioquimicos

Nenhum dos pardmetros bioquimicos avaliados (AST, ALT, ureia e creatinina)

apresentou diferengas estatisticas entre os grupos (Figuras 18).

AST e ALT sdo enzimas encontradas em hepatdcitos. Quando hd um dano no
figado com perda de funcgdo, estas enzimas sdo encontradas em abundéncia na corrente

sanguinea. Portanto, variagdes no AST e ALT podem indicar toxicidade hepatica.

Quando ha a perda de funcdo renal, hd o acimulo de substancias nitrogenadas
como ureia e creatinina e, por conseguinte, 0 aumento de seus niveis sanguineos,

indicando assim toxicidade renal.

Diferentemente desses resultados, Meireles et al. (2016) verificaram 0 aumento
de AST e ALT em animais tratados OE de folhas do Croton polyandrus, na dose de 150
mg/kg. Da mesma forma, o OE de Lippia microphylla, nas doses de 50 e 100 mg/kg,
apresentou um aumento no AST e uma alta de ALT apenas na dose de 100 mg/kg
(XAVIER et al., 2015).

Isto posto, perante os resultados e as discussGes até o momento, o OEST
apresentou atividade antitumoral in vitro e in vivo, ndo apresentou variagdo na massa
corporal, nem variacBes significativas nas massas dos Orgaos; ndo apresentou bmma
variacdo nos leucocitos; ndo apresentou sérias alteracfes nos parametros leucocitarios; e
por fim apresentou as funcbes renal e hepaticas preservadas (AST, ALT, ureia e

creatinina).
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Figura 18: Avaliacdo dos pardmetros bioquimicos de animais presentes no soro sanguineo, em modelo de sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas
de S. terebinthifolia (OEST), a-pineno ou 3-careno (dose em mg/kg/dia, i.p.). Em (A) Aspartato aminotransferase - AST, (B) Alanina aminotransferase - ALT,
(C) Ureia e (D) Creatinina. VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. AS e CTRL foram tratados com dimetilsulféxido 2% em salina
0,9%. 5-FU: 5-Fluorouracil (25 mg/kg/dia, i.p.). As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, n= 5.
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5.4.5 Avaliacao histopatologica

Os tumores presentes nos animais do grupo CTRL, que foram apenas tratados
com o veiculo (DMSO 2%), exibiram caracteristicas morfologicas tipicas, expressas
pela proliferacdo de células neoplasicas em arranjo bastante compacto e com escasso
estroma interveniente, de limites imprecisos e infiltrativos. Os lengdis tumorais se
mostravam sélidos, mas exibindo areas centrais de necrose coagulativa e tanto em
forma de trabéculas irregulares e interconectadas, como formando grandes massas
necroticas sem morfologia definida, em quantidade variavel. Particularmente, na
periferia dos tumores, foi observada a angiogénese de capilares; estes, em sua maioria,

encontrou-se hiperemiados, além de apresentar areas focais de fibrose (Figura 19).

Ainda, as celulas tumorais invadiam, dissociavam e destruiam os I6bulos de
tecido adiposo e os feixes de fibras musculares estriadas esqueléticas da hipoderme. A
invasdo perineural era comumente observada, mas o endoneuro usualmente se mostrava
infiltrado pelo parénquima neoplasico. A invasdo de vasos linfaticos (embolizacao

tumoral linfatica) foi um evento extremamente raro (Figura 20).

Individualmente, as células tumorais exibiam trés padrdes morfoldgicos
distintos: 1) células poligonais de aspecto “rabdoide”, com citoplasma eosinofilico
amplo e nacleos pleomérficos e hipercromaticos; ii) células maiores que as anteriores,
de aspecto epitelioide, com citoplasma também amplo, mas ndcleos volumosos de
cromatina clara e nucléolos proeminentes; e iii) células de dimensdes variadas, exibindo
intensa vacuolizacdo e balonizacdo citoplasmatica, e nucleos ora apresentando
cromatina densa e escura, ora clara e vesiculosa (Figura 21). A atividade mitética era

intensa, mas as figuras atipicas de mitose eram raras, mas presentes (Figura 22).

Portanto, os tumores removidos dos animais grupo CTRL apresentaram maior
perimetro e a menor quantidade de tecido hipodérmico suplementar (tecido adiposo ou
muscular) na periferia dos tumores. Esses tumores exibiram as caracteristicas
histologicas que eram compativeis com a agressividade clinica neoplasica, como intensa
infiltrag&o, dissociagdo e destruicdo de feixes de fibras musculares estriadas esqueléticas
e do tecido adiposo. Além disto esteve presente a invasdo perineural e, ainda que
bastante rara, embolizacio tumoral linfatica. E importante considerar a intensa atividade
mitotica, identificada em todas as fases do ciclo celular (préfase, metafase, anafase e

telofase), algumas vezes atipicas, embora estas tenham sido incomuns.
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Figura 19: Seccbes hlstologlcas do tumor sarcoma 180 do grupo controle (CTRL), tratados com
veiculo (DMSO 2%), coradas em HE, com destaque nos achados de necrose, fibrose e
angiogénese, presentes neste grupo. (A) Bloco sélido de células tumorais vidveis (100x). (B)
Bloco de células tumorais viaveis exibindo areas de necrose coagulativa trabeculares (100x) e
(C) formando massas extensas sem morfologia definida (100x). (D) Detalhe de area de necrose
coagulativa em meio as células tumorais vidveis (400x). (E) Proliferacdo focal de capilares
hiperemiados neoformados (400x) e (F) area periférica de fibrose intersticial (400x). Legendas:
CTv — células tumorais viaveis; Nec — necrose coagulativa de células tumorais; Fi — fibrose
intersticial focal; setas negras — vasos capilares neoformados e hiperemiados.
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Figura 20: Seccdes histolégicas do tumor sarcoma 180 do grupo controle (CTRL), tratados com
veiculo (DMSO 2%), coradas em HE, com destaque nos achados de invasdo tumoral no tecido
adiposo, muscular, vasos linfaticos e fibras nervosas, presentes neste grupo. (A/B) Células
tumorais viaveis infiltrando e dissociando I6bulos de tecido adiposo (100x e 400x,
respectivamente) e (C/D) o tecido muscular estriado esquelético (100x e 400x,
respectivamente). (E) Células tumorais invadindo a bainha perineural de fibras nervosas
periféricas (400x). (F) Formacdo de émbolos tumorais em vaso linfatico (400x). Legendas:
CTv — células tumorais viaveis; TA — tecido adiposo; TMEE - tecido muscular estriado
esquelético; setas negras — detalhe das fibras musculares estriadas esqueléticas infiltradas,
dissociadas e destruidas pela invasdo de células tumorais; Area tracejada — fibras nervosas
periféricas completamente circundadas por células tumorais; setas brancas — vaso linfatico
apresentando émbolo tumoral.
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Figura 21: Secgdes histologicas do tumor sarcoma 180 do grupo controle (CTRL), tratados com
veiculo (DMSO 2%), coradas em HE, com destaque nas morfologias e fases das células
tumorais, presentes neste grupo. Células tumorais atipicas apresentando trés padroes
morfoldgicos predominantes: (A) células rabdoides de formato poligonal, citoplasma
eosinofilico e ndcleos escuros e pleomorficos (400x); (B) células epitelioides, mais volumosas e
com citoplasma abundante e nucleos grandes e claros e nucléolos proeminentes (400x); (C) e
células tumorais exibindo intensa vacuolizacao e balonizacao citoplasmatica, e nicleos ora com
cromatina densa e escura ora clara e vesiculosa (400x). (D) Células tumorais exibindo grande
quantidade de mitoses (400x). Legendas: CR — células rabdoides; CE — células epitelioides; CV
— células com balonizacdo e vacuolizacdo citoplasmatica; setas pretas — mitoses na fase de
préfase; seta amarela — mitose em fase de metéfase; seta vermelha — mitose em fase de anéfase;
seta branca — mitose em fase de tel6fase; imagens ampliadas nas figuras A, B e C —
magnificacdo de 800x.
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Flgura 22: Secc;oes histol6gicas do tumor sarcoma 180 do grupo controle (CTRL) tratados com veiculo (DMSO 2%), coradas em HE, com destaque nas fases
de mitose com e sem atipia celular, presentes neste grupo (400x). Figuras tipicas de mitose observadas nas diferentes fases do ciclo celular: (A) Profase; (B)
metéfase; (C) anafase e (D) telofase. Padrdes atipicos de figuras mitoticas observadas: (E) Profase atipica; (F) metéfase tripolar; (G) metafase tetrapolar; (H)
metafase pentapolar.
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Os tumores desenvolvidos no grupo OEST25 apresentaram caracteristicas
histopatoldgicas indistinguiveis do grupo CTRL (tratado apenas com veiculo — DMSO
2%). Assim, as células neoplasicas se arranjaram em blocos sélidos bastante amplos,
com extensas areas centrais de necrose coagulativa, dispostas principalmente como
trabéculas interconectadas de espessura varidvel, mas também como massas globosas de
limites irregulares. O componente parenquimatoso exibia nitido e agressivo padréo
infiltrativo, invadindo, dissociando e destruindo I6bulos de tecido adiposo e feixes de
fibras musculares estriadas esqueléticas. A invasdo perineural foi um achado bastante
frequente, mas nao foi identificada embolizacdo tumoral inequivoca, nem em vasos

sanguineos nem em linfaticos. A atividade mitdtica era abundante (Figura 23).

Os grupos OEST50 e OEST100 exibiram notdria reducdo do componente
tumoral. Os tumores exibiam bordas mais nitidas e, quando envolvidos por tecido
adiposo, apresentavam limites de aspecto “serrilhado”, mas sem emitir septos para o
interior dos I6bulos adiposos; quando limitados por feixes musculares, na maior parte
das vezes as células tumorais comprimiam e expandiam a musculatura. Foi observada
ainda menor atipia citolégica, as células exibindo padrdo morfoldgico
predominantemente “rabdoide”. Células epitelioides foram mais facilmente
identificadas no OEST50 e muito raras em OEST100, enquanto células “claras”
vacuolizadas ou balonizadas ndo foram identificadas nesses dois grupos. A atividade
mitética se mostrou presente, mas pouco expressiva. Figuras de mitose atipicas ndo
foram evidenciadas em nenhum dos dois grupos. Massas centrais de necrose
coagulativa ainda foram observadas em ambos os grupos. Areas de invasdo perineural
foram identificadas em apenas um caso do grupo OEST50 e ndo foram observadas em
OEST100 (Figuras 24 e 25).
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Figura 23: Secgdes histolégicas do tumor sarcoma 180 do grupo tratado com 6leo essencial de
Schinus terebinthifolia a 25 mg/kg (OEST25), coradas em HE, com destaque nos principais
achados morfologicos observados neste grupo. (A) Componente tumoral contendo extensas
trabéculas de tecido necrotico (100x). (B) Remanescentes de tecido adiposo e (C) de tecido
muscular estriado esquelético infiltrados e destruidos pelas células neoplasicas (400x). (D) Area
de invasdo neoplésica perineural (400x). (E) Celulas neoplésicas exibindo intensa atividade
mitdtica (400x). (F) Detalhe da &rea demarcada na fotomicrografia anterior destacando as
figuras de mitose (800x). Legendas: Nec — necrose coagulativa de células tumorais; TA —
tecido adiposo remanescente; TMEE — tecido muscular estriado esquelético; FNp — fibra
nervosa periférica sofrendo ingiltracdo neoplésica perineural; setas pretas — remanescentes de
fibras musculares estriadas esqueléticas; setas brancas — figuras de mitose.
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Figura 24: Secgdes histolégicas do tumor sarcoma 180 do grupo tratado com 6leo essencial de
Schinus terebinthifolia a 50 mg/kg (OEST50), coradas em HE, com destaque nos principais
achados morfoldgicos observados neste grupo. (A) Componente tumoral bem delimitado por
feixes de fibras musculares e I6bulos de tecido adiposo maduro (40x). (B) Areas de necrose em
meio as células tumorais viaveis (100x). (C) Detalhe das células tumorais de aspecto
morfolégico predominantemente rabddide (400x). (D) Células tumorais vidveis promovendo
compressdo do tecido muscular estriado esquelético adjacente (400x). Legendas: CTv — células
tumorais viadveis; Nec — necrose coagulativa de células tumorais; TA — tecido adiposo
remanescente; TMEE — tecido muscular estriado esquelético; circulo — mitose em metafase;
setas pretas — infiltrado inflamatdrio em meio as fibras musculares estriadas esqueléticas.
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Figura 25: Secgdes histolégicas do tumor sarcoma 180 do grupo tratado com 6leo essencial de
Schinus terebinthifolia a 100 mg/kg (OEST100), coradas em HE, com destaque nos principais
achados morfoldgicos observados neste grupo. (A) Componente tumoral bem delimitado por
I6bulos de tecido adiposo maduro (40 x). (B) Areas de necrose em meio as células tumorais
viaveis (100x). (C) Detalhe das células tumorais de aspecto morfolégico predominantemente
rabddide (400x). (D) Células tumorais viaveis promovendo compressdo do tecido adiposo
adjacente (400x). Legendas: CTv — células tumorais viaveis; Nec — necrose coagulativa de
células tumorais; TA — tecido adiposo remanescente.

Quanto as caracteristicas histopatoldgicas observadas nos grupos PIN12 e PIN25
(Figuras 26 e 27, respectivamente) foram aquelas classicamente identificadas nos S180
sem tratamento, e comparaveis ao grupo CTRL desse estudo. Em ambos 0s grupos, as
células tumorais apresentavam padrdo bastante infiltrativo, invadindo feixes de fibras
musculares estriadas esqueléticas, l6bulos de tecido adiposo maduro e bainhas
perineurais. As areas de necrose coagulativa eram consideravelmente extensas.
Individualmente as células parenquimatosas do S180 exibiram morfologia rabdoide e
epidelidide, e muitas vezes apresentaram classica vacuolizacdo e balonizacdo
citoplasmatica. A atipia celular se mostrou usualmente moderada, e a atividade mitética

bastante intensa.
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Figura 26: Seccdes histoldgicas do tumor sarcoma 180 do grupo tratado com a-pineno 12,5
mg/kg (PIN12), coradas em HE, com destaque nos principais achados morfoldgicos observados
neste grupo. (A) Componente tumoral formando lengois sélidos infiltrativos com areas centrais
de necrose coagulativa (40x). (B) Células tumorais infiltrando a musculatura estriada
esquelética, (C) I6bulos de tecido adiposo e (D) a bainha perineural de nervos periféricos
(100x). (E) Células tumorais com morfologia epitelidide e (F) rabdoide, por vezes exibindo
balonizacdo vacuolizante do citoplasma (400x). Legendas: CTv — células tumorais vidveis; Nec
— necrose coagulativa de células tumorais; TA — tecido adiposo; TMEE — tecido muscular
estriado esquelético; FNp — fibras nervosas periféricas; CmE — células com morfologia
epitelidide; CmR — células com morfologia rabdéide; (*) — septos fibrosos; circulos — figuras de
mitose; setas pretas — células tumorais exibindo vacuoliza¢do balonizante citoplasmaética.
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Figura 27: SeccgOes histoldgicas do tumor sarcoma 180 do grupo tratado com o-pineno 25
mg/kg (PIN25), coradas em HE, com destaque nos principais achados morfoldgicos observados
neste grupo. (A) Componente tumoral formando lengois sélidos infiltrativos com areas centrais
de necrose coagulativa (40x). (B) Células tumorais infiltrando a musculatura estriada
esquelética, 16bulos de tecido adiposo e a bainha perineural de nervos periféricos, e exibindo
trabéculas centrais de necrose coagulativa (100x). (C) Células tumorais com morfologia
predominantemente rabdoide e (D) epitelioide, e intensa atividade mitética (400x). Legendas:
CTv — células tumorais viaveis; Nec — necrose coagulativa de células tumorais; TA — tecido
adiposo; TMEE - tecido muscular estriado esquelético; setas pretas — fibras nervosas
periféricas; circulos — figuras de mitose.

No grupo PIN50 (Figura 28), os tumores pareceram histologicamente menores,
mas ainda se mostravam bastante infiltrativos. Destaca-se, contudo, que a invasao
perineural foi vista em apenas um dos espécimes analisados desse grupo. As células
raboides eram predominantes e, areas focais, sofriam vacuolizagdo balonizante. A
atividade mitdtica era perceptivel, mas pareceu menos expressiva que nos grupos
anteriores. Os grupos dos animais tratados com o-pineno apresentaram caracteristicas
histolégicas gerais semelhantes ao grupo CTRL quanto a atipia celular, invasdo
muscular, adiposa e perineural; mas ndo houve invasdo vascular. Contudo, as margens
tumorais se mostraram mais nitidas e regulares. Vale destacar que foi observada

moderada quantidade de tecido adiposo hipodérmico ndo tumoral associado aos
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espécimes, o que pode ser considerado um erro cirurgico, e isto pode ter levado a um
viés na obtencdo da média final da massa tumoral dos animais que foram tratados com

a-pineno.
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Figura 28: Secgoes hlstologlcas do tumor sarcoma 180 do grupo tratado com a-pineno 50
mg/kg (PIN50), coradas em HE, com destaque nos principais achados morfologicos observados
neste grupo. (A) Componente tumoral formando lengois sélidos infiltrando o tecido muscular
estriado esquelético (40x). (B) Células tumorais infiltrando a musculatura estriada esquelética e
exibindo é&reas de necrose coagulativa (100x). (C) Células tumorais com morfologia
predominantemente rabdoide, e figuras de mitose. (D) Células tumorais exibindo tipica
vacuolizacao citoplasmatica (400x). Legendas: CTv — células tumorais viaveis; Nec — necrose
coagulativa de células tumorais; TMEE - tecido muscular estriado esquelético; circulos —
figuras de mitose.

Os tumores removidos dos animais dos grupos CAR12 e CAR25 (Figuras 29 e
30) apresentaram caracteristicas histoldgicas semelhantes aquelas identificadas no grupo
CTRL. Estes exibiam padrdo notoriamente infiltrativo (permeando, dissociando e
destruindo fibras musculares estriadas esqueléticas e tecido adiposo; e invadindo a
bainha perineural de nervos periféricos), promovendo extensas areas de necrose central
dispostas em trabéculas interconectadas. As células tumorais eram predominantemente
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rabddides e epitelidides, com moderada atipia citologica. A atividade mitdtica foi

expressiva.

Figura 29: Secc¢des histoldgicas do tumor sarcoma 180 do grupo tratado com 3-careno 12,5
mg/kg (CAR12), coradas em HE, com destaque nos principais achados morfologicos
observados neste grupo. (A) Componente tumoral formando lencéis sélidos exibindo trabéculas
centrais de tecido necrético (40x). (B) Células tumorais infiltrando a bainha perineural de
enervos periféricos (100x). (C) Células tumorais com morfologia predominantemente rabdoide,
permeando fibras musculares estriadas esqueléticas remanescentes. (D) Células tumorais com
morfologia epitelidide (400x). Legendas: CTv — células tumorais viaveis; Nec — necrose
coagulativa de células tumorais; setas pretas — tecido muscular estriado esquelético
remanescente de destruigdo de feixes por células tumorais; circulos — figuras de mitose.
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Figur 0 tratado com 3-careno 25
mg/kg (CAR25), coradas em HE, com destaque nos principais achados morfologicos
observados neste grupo. (A/B) Componente tumoral formando lengodis solidos exibindo
trabéculas centrais de tecido necrético e infiltrando fibras musculares estriadas esqueléticas (40x
e 100x, respectivamente). (C) Células tumorais com morfologia predominantemente rabddide, e
(D) com morfologia epitelioide (400x). Legendas: CTv — células tumorais viaveis; Nec —
necrose coagulativa de células tumorais; TMEE — tecido muscular estriado esquelético; circulos
— figuras de mitose.

Os tumores removidos dos animais do grupo CARS50 exibiram padrdes
morfolégicos um pouco distintos dos dois grupos anteriores, expressos por aparente
massa tumoral e formacédo de bordas mais definidas. Histologicamente, os tumores eram
menores, e exibiam bordas mais bem definidas. A relagdo da maior parte do tumor com
o tecido muscular estriado esquelético era de compressdo mais do que infiltracdo. As
células tumorais exibiam menos atipia citoldgica (classificada como leve), morfologia
predominantemente rabddide e atividade mitética baixa (Figura 31).
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Figura 31: SeccOes histolégicas do tumor sarc 3-careno 50
mg/kg (CAR50), coradas em HE, com destaque nos principais achados morfolégicos
observados neste grupo. (A) Componente tumoral formando lencgol sélido irregular de limites
relativamente bem definidos (40x). (B) Margens tumorais mostrando grande quantidade de
tecido adiposo hipodérmico periférico livre de tumor (40x). (C) Células tumorais com exibindo
areas centrais de necrose (100x). (D) Células tumorais exibindo morfologia rabddide com leve
atipia comprimindo o tecido muscular adjacente (400x). Legendas: CTv — células tumorais
vidveis; Nec — necrose coagulativa de células tumorais; TMEE — tecido muscular estriado
esquelético.

O grupo 5-FU (Figura 32) apresentou nitida reducdo do componente
parenquimatoso, formando tumores menores, e de limites mais bem definidos. Apesar
de ainda manter carater infiltrativo especialmente no tecido adiposo periférico, as
células tumorais mais comprimiam os tecidos muscular estriado esquelético adjacente
do que invadiam e dissociavam suas fibras. De especial interesse foi a identificacdo de
células tumorais predominantemente rabdodides, mas exibindo grau notoriamente mais
leve de atipia citologica. As areas de necrose ainda eram facilmente observadas, mas a

atividade mitotica, apesar de presente, se mostrou menos intensa.



Flgura 32: Secgoes hlstologlcas do tumor sarcoma 180 do grupo tratado com 5-fluorouracil 25
mg/kg (5-FU), coradas em HE, com destaque nos principais achados morfolégicos observados
neste grupo. (A) Formacdo de tumores menores e mais circunscritos (setas pretas) (40x). (B)
Células tumorais exibindo limites bem definidos com o tecido conjuntivo fibroso adjacente
(setas brancas), exibindo inflamacéo cronica periférica. Notas a musculatura estriada esquelética
sem indicios de invasdo tumoral (100x). (C) Detalhe da fotomicrografia anterior, destacando as
margens tumorais bem delimitadas (400x). (D) Detalhe das células tumorais
predominantemente rabddides, mas com grau leve a moderada de atipia (400x). Legendas:
CTV — células tumorais viaveis; Nec — necrose coagulativa de células tumorais; INF —
inflamagcdo cronica; TMEE — tecido muscular estriado esquelético.

Desta maneira, ficou claro que os grupos tratados OEST50, OEST100 e CAR50
foram histologicamente indistinguiveis do grupo tratado com quimioterapico padrao (5-
FU). Houve uma nitida reducdo do componente tumoral, menor indice de necrose e
formacdo de margens mais regulares e mais bem definidas. A atipia citoldgica variou
entre leve e moderada, mas a atividade mitética foi sensivelmente mais baixa que no
grupo CTRL (Figura 33).
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Figura 33: Fotomicrografias de sec¢des histologicas dos tumores tipo sarcoma 180 representativas dos padrdes de invasdao neoplésica nos diferentes grupos
experimentais, marcadas com HE (100x). Destaque para o padrdo infiltrativo do parénquima tumoral invadindo o paniculo adiposo hipodérmico sob a forma
de trabéculas de espessura e profundidade nos grupos VEI, OEST25, PIN12,5, PIN 25, PIN50, CAR12,5 e CAR25. Nos grupos OEST 50, OEST100, CAR50
e 5FU, a interface tumor-paniculo adiposo hipodérmico é notadamente mais regular e menos infiltrativo, com células tumorais crescendo de modo mais
expansivo, comprimindo o tecido hipodérmico adjacente. Legenda: Setas negras — areas onde o tumor emite trabéculas neoplésicas que invadem o paniculo
adiposo hipodérmico; Linhas tracejadas — interface entre parénquima tumoral e paniculo adiposo hipodérmico exibindo padrdo de crescimento
predominantemente expansivo/compressivo; s180 — células neoplésicas que compdem o parénquima tumoral do sarcoma 180; ad — paniculo adiposo
hipodérmico.
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Sobre a anélise dos outros 6rgdos (baco, figado, coracdo e rins), dos grupos
tratados, foi constatado que ndo houve alteragfes. Na maioria dos grupos, 0s bacos
exibiram arquitetura morfoldgica classica, representada por um componente de tecido
linfoide nodular, eventualmente exibindo centros germinativos mais claros (polpa
branca) e um componente menos estruturado constituido de sinusoides irregulares e
corddes esplénicos contendo plasmaocitos, macrofagos, e hemacias, sustentados por um
estroma delicado (polpa vermelha). Os nddulos linfoides da polpa branca apresentam
dimensGes variaveis, exibindo entre 250 e 500 um em seu maior didmetro. No grupo 5-
FU, contudo, foi observada notdria atrofia da polpa branca, expressa por reducgdo
consideravel dos foliculos ou nédulos linfoides (exibindo entre 50 e 250 um). Vale
ressaltar que nos grupos CAR50 e OEST100 também foram observados alguns foliculos

linféides atréficos, mas se limitavam a areas focais (Figura 34).

Os espécimes renais se caracterizaram pela presenca de regido cortical, onde
estdo os corpusculos renais (formados pelos glomérulos renais circundados pela capsula
de Bowman) e os tubulos contorcidos proximais e distais. Os glomérulos apresentavam
didmetro homogéneo, espagcos de Bowman preservados e tufos capilares tipicos. Os
tubulos contornados eram formados por células ctbicas, algumas exibindo “bordas em
escova” (tibulos proximais). A regido medular estava representada pelas alcas de
Henle, formadas por epitélio simples ora pavimentoso ora cubico. Nao foi possivel
evidenciar alteragdes morfolégicas expressivas que permitissem a identificacdo de

quaisquer diferencas entre os grupos analisados (Figura 35).

Os espécimes cardiacos analisados estavam representados por musculatura
estriada esquelética cardiaca classica, constituida de feixes de células musculares
dispostas em camadas entrelacadas envolvendo as cAmaras cardiacas, imersas em tecido
conjuntivo escasso relativamente bem vascularizado. Individualmente as células exibem
formato alongado, citoplasma fortemente eosinofilico e discretamente granular, e
nacleos claros periféricos. N&o foi possivel evidenciar alteracbes morfoldgicas
expressivas que permitissem a identificacdo de quaisquer diferencas entre 0s grupos

analisados (Figura 36).
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Figura 34: Seccdes histologicas dos bagos removidos dos animais submetidos aos diferentes tratamentos experimentais, coradas em HE (100x). Destaque para
a polpa branca constituida de nddulos ou foliculos linfoides de diametro variavel. Observar foliculos linféides atréficos (setas brancas) na maior parte da polpa
branca no grupo 5-FU e em &reas focais nos grupos CARS50 (3-careno 50 mg/kg) e OEST100 (6leo essencial de Schinus terebinthifolia 100 mg/kg).
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Flgu ra 35: Secgoes hlstologlcas de rins removidos dos animais submetldos aos dlferentes tratamentos experimentais, coradas em HE (100x) Destaque para a
regido cortical renal exibindo numerosos corpusculos renais e tubulos contornados proximais/distais com caracteristicas morfoldgicas usuais.
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Figur ccOes histoldgicas de coracdes removidos dos anima
para o miocardio com caracteristicas morfol6gicas usuais, constituido por células musculares estriadas cardiacas com formato alongado, citoplasma
fortemente eosinofilico e discretamente granular, e ndcleos claros periféricos.
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Os espécimes hepaticos se caracterizavam por hepatocitos dispostos em
arquitetura lobular (I6bulos hepéticos) bem marcada, contendo veia central
(centrolobular) envolvida por corddes hepaticos que limitam espacos vasculares
sinusoidais. Os hepatocitos exibem morfologia poligonal, citoplasma eosinifilico
granuloso e nucleos centrais claros, com nucléolo proeminente. Eventualmente eram
observados hepat6citos binucleados. As veias centrolobulares por vezes se mostravam
hiperemiadas. Na periferia dos l6bulos podiam ser observadas areas de tecido
conjuntivo apresentando ramos da artéria hepatica, da veia porta, ductos biliares e vasos
linfaticos, denominados de especo porta (Figura 37). N&o foi possivel evidenciar
alteracbes morfologicas expressivas que permitissem a identificagdo de quaisquer

diferencas entre os grupos analisados.

O trabalho de Anunciacéo et al. (2020) também mostrou que 0s grupos exibiram
um tumor solido com clara heterogeneidade intratumoral, mitose aberrante e
pleomorfismo celular. Além disto, areas de necrose foram encontradas em todos 0s
grupos, sendo mais evidentes nos tumores dos animais tratados com 5-FU ou com o
6leo de folhas de Virola surinamensis. Ainda houve um aumento de células secretoras e
a infiltracdo de células inflamatoérias no tumor e tecido periférico foram observados no
grupo tratado com o 6leo. J& Sharma et al. (2009) observaram que o 6leo de folhas de
Cymbopogon flexuosus causou condensagéo tanto no citoplasma quanto no ndcleo, de
forma que as células apoptéticas eram claramente visiveis. A vacuolizacdo no
citoplasma, perda de cristas mitocondriais e alisamento da superficie celular também

foram observados.

Semelhantemente aos resultados aqui descritos, Souza e colaboradores (2021)
analisaram que o 6leo de Syagrus coronata ndo causou alteracdes morfol6gicas que
poderiam estar associadas a algum processo patolégico nos érgdos analisados (figado,
rim e baco). Além disso, Bezerra et al. (2009) também visualizaram foliculos linfoides
no bago, em animais que foram tratados com o 6leo de folhas de Croton regelianus,

além de observarem notaveis polpas brancas e megacariocitos.

Sem duvida, a hepatotoxicidade causada por agentes quimioterapicos ou
produtos naturais é notada nos estudos histopatoldgicos. Em animais tratados com 5-
FU, as alteragdes histologicas sdo consistentes com hepatite (MEIRELES et al., 2016),

embora a arquitetura lobular pode ser encontrada preservada, pode ser observado
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congestdo lobular e venosa portal, podendo ter pequenos e esparsos focos de necrose
hepatocelular com deposicéo de fibras colagenas finas (fibrose) e hiperplasia de celulas
de Kupffer (XAVIER et al., 2015); além de sobrecarga lipidica hepatocelular (MOURA
et al., 2016). A hepatotoxicidade também pode ser causada pelo 6leo de Croton
polyandrus (MEIRELES et al., 2016), de Croton regelianus (BEZERRA et al., 2009),
de Xylopia langsdorffiana (MOURA et al., 2016) e de Lippia microphylla (XAVIER et
al., 2015).

Diferente dos resultados aqui encontrados, Xavier et al. (2015) evidenciaram
que o rim também ¢é afetado pelo 6leo de folhas de Croton regelianus, mostrando
degeneracdo hidropica do epitélio tubular proximal, mas a estrutura dos glomérulos foi

essencialmente preservada.
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Flgura 37: Secgoes hlstologlcas de figados remowdos dos animais submetidos aos diferentes tratamentos experlmentals coradas em HE (400x) Destaque
para l6bulo hepético formado por cordbes de hepatdcitos poligonais, de citoplasma eosinifilico granuloso e nlcleos centrais claros, encerrando espacos
vasculares irregulares (sinusoides). Na porgdo central dos I6bulos observa-se veia centrolobular.
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6 CONCLUSAO

A partir deste trabalho € possivel concluir que o éleo de folhas de Schinus
terebinthifolia (OEST) é composto por mono e sesquiterpenos, em especial, por o-
pineno e 3-careno como componentes mais abundantes entre 0s majoritarios. Estes ndo
possuem atividade citotoxica contra linhagens tumorais (in vitro), ao contrario do

OEST, que possui.

Tanto o OEST (50 e 100 mg/kg/dia) quanto o 3-careno (25 e 50 mg/kg/dia)
apresentaram atividade antitumoral (in vivo) contra o tumor sarcoma 180 (S180).
Diferentemente, o a-pineno ndo apresentou atividade contra o tumor. Este experimento

foi corroborado com o estudo histopatologico do tumor.

Sobre os efeitos toxicolégicos, 0s grupos tratados ndo apresentaram nenhum
efeito toxico (alteracdes na massa corporal, nos érgdos e no hemograma). A dose de 50
mg/kg/dia de OEST apresentou melhor desempenho contra o tumor, sem efeitos
colaterais na massa corporal e nos 6rgdos avaliados (bago, coracdo, figado, cérebro, rins
e estbmago); além disto, ndo apresentou o efeito toxicolégico comum a quimioterapicos
de diminuicdo dos leucdcitos e diminuicdo nos parametros eritocitarios. Sua atividade
antitumoral pode estar associada ao efeito sinérgico dos seus compostos. Dado o
exposto, mais estudos precisam ser realizados para compreender melhor as vias

fisioldgicas de acdo do OEST.
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ANEXOS

Anexo A — Registro de um espécime de Schius terebinthifolia Raddi depositado no
ASE-Herbario da Universidade Federal de Sergipe.
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Anexo B — Registro de patriménio genético cadastrado no SisGen para fins de pesquisa
cientifica.
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CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? A322F4B

A atividade de acesso ao Patrimfnio Genético/CTA, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A322F4B
Usuario: Universidade Federal de Sergipe
CPFICNPJ: 13.031.547/0001-04
Objeto do Acesso: Patrimonio Genético/CTA
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie
Schinus terebinthifolius Raddi
flora local
Fonte do CTA

CTA de origem néao identificavel

Titulo da Atividade: Avaliacdo da atividade antitumoral do éleo de folhas de Schinus
terebinthifolius.Raddi

Equipe

Charles dos Santos Estevam Universidade Federal de Sergipe

Ariel de Souza Graga UFS

Carla Lins Vasconcelos UFS

Andrea Yu Kwan Villar Shan UFS
Data do Cadastro: 13/10/2018 21:04:04 kv E
Situagdo do Cadastro: Concluido - —

Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 11:18 de 05/11/2018.

N AN SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
W DO PATRIMONIO GENETICO
E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
AN\

ASSOCIADD - SISGEN
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Anexo C - Certificado de aprovacdo de estudo envolvendo animais para fins de
pesquisa cientifica do Comité de Etica em Pesquisa Animal.

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

Certificamos que a proposta intitulada “ESTUDO ANTITUMORAL E CARDIOPROTETOR
DE COMPLEXOS DE INCLUSAO CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE
Schinusterebinthifolius RADDI™, registrada com o n° 14/2019, sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Charles dos Santos Estevam que envolve a producgdo, manutencdo ou utilizagdo 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
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE

CERTIFICADO

ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Sergipe, em reunido de 03/09/2019.

Finalidade

() Ensino (X ) Pesquisa Cientifica

Viséncia d N

Inicio: 25/10/2019, Término: 01/07/2022

Espécie/linhagem/raca

ICamundongo heterogénico/ Swiss
Ratos heterogénico/ Wistar

N° de animais

ICamundongo heterogénico - 580
Ratos heterogénico - 320

ICamundongo heterogénico: 25 - 30g/ 21dias

Peso/Idade Ratos heterogénico: 250 — 300g/ 2 — 3 meses
Sexo M

Biotério Setorial do Departamento de
Origem Fisiologia da UFS

2O S Bal‘fzﬁ

PYof. Dr. JOSEMAR SENA BATISTA
Coordenador do CEPA/UFS

Cidade Universitaria “Prof. Aloisio de Campos”
Jardim Rosa Elze - S&o Cristévao - SE

49100-000
Fones: 3212 6661/6606
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Anexo D — Espécimes de tumores retirados dos animais.

5-FU

PIN25 PIN50  5-FU

CTRL CARI25 CAR25 CAR50 5-FU

Figura 38: Tumores dos animais em animais tratados com Oleo essencial de folhas de S.
terebinthifolia (OEST), a-pineno ou 3-careno, por 07 dias. Legendas: Traco preto representa 1
c¢cm. CTRL: animais tratados com DMSO 2%. 5-FU: 25 mg/kg de 5-Fluorouracil. OEST25: 25
mg/kg de OEST. OEST50: 50 mg/kg de OEST. PIN12: 12,5 mg/kg de a-pineno. PIN25: 25
mg/kg de a-pineno. PIN50: 50 mg/kg de a-pineno. CAR12: 12,5 mg/kg de 3-careno. CAR25:
25 mg/kg de 3-careno. CAR50: 50 mg/kg de 3-careno.



