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RESUMO

Estudo do potencial antitumoral do dleo essencial das folhas de Eplingiella fruticosa, Jesica
Batista de Souza, S&o Cristovéo, 2023.

Introducao: O cancer € uma doenca que apresenta altos indices de incidéncia e de mortalidade
mundialmente. Apesar de grandes esforcos para desenvolver novas abordagens de intervencéo
terapéutica, a taxa de insucesso permanece alta. As plantas medicinais sdo uma das mais
importantes fontes de medicamentos para a industria farmacéutica. Nesse contexto, a
Eplingiella fruticosa (Lamiaceae) ou alecrim do tabuleiro merece destaque na investigacéo
antitumoral, especialmente porque muitas das espécies da familia tem apresentado efeitos
antitumorais relevantes. Objetivo: Sendo assim, pela primeira vez, investigou-se o potencial
antitumoral do 6leo essencial das folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF) in vitro e in vivo, bem
como avaliou-se possiveis efeitos toxicolégicos causados. Métodos: o OEEF foi obtido por
meio de hidrodestilacdo, e cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CG-MS) foi
utilizada para caracterizar sua composicdo quimica. A atividade citotoxica do OEEF foi
investigada usando o ensaio de MTT. O modelo de tumor murino Sarcoma 180 foi usado para
avaliar a atividade antitumoral in vivo e a toxicidade do OEEF (25, 50 e 100 mg/kg) apés sete
dias de tratamento por via intraperitoneal. O estudo de toxicidade do OEEF consistiu na
avaliacdo de possiveis alteracbes na massa corporal e visceral, além disso, realizou-se a
contagem de leucdcitos e de eritrocitos presentes no sangue coletado de camundongos. Ainda
a analise bioquimica do soro sanguineo e histologia tumoral e visceral de camundongos foi
realizada. Resultados: foram identificados 80 compostos no OEEF, sendo 21 considerados
majoritarios merecendo destaque 1,8-cineol (17,07%), Canfora (9,36%), B-Cariofileno (8,96%)
e a-pineno (6,97%). No teste de citotoxicidade contra linhagens de células tumorais humanas,
0 OEEF apresentou um percentual de inibicdo do crescimento (% IPC) variando de 89,3 a
94,8%. A concentragdo inibitoria (Clso) foi na faixa de 0,002, 0,260 e 0,218 pg/mL para o
Carcinoma de célon (HCT-116), Glioblastoma (SNB-19) e Carcinoma de prostata (PC-3),
respectivamente. As taxas de inibi¢do do crescimento tumoral foram de 91,2%, 87,7% e 13%
para o tratamento com OEEF nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente. O 5-FU
(25 mg/kg/dia) apresentou uma inibicdo de 93,4% em relacdo ao grupo controle e 0s grupos do
OEEF25 e OEEF50 foram semelhantes a ele na estatistica. O tratamento com o OEEF25 foi
incapaz de causar alteracdes na massa corporal e visceral, entretanto, houve uma diminuicao na
massa cardiaca nos grupos OEEF50 e OEEF100 e na massa corporal nos grupos OEEF100 e 5-
FU. Além disso, identificou-se trombocitopenia (OEEF50, OEEF100 e 5-FU); linfocitose
(OEEF50 e OEEF100) e leucopenia (5-FU). Os resultados histoldgicos dos tumores dos grupos
OEEF100 e CTRL foram indistinguiveis. Nos grupos OEEF25 e OEEF50, observou-se
menores indices de necrose e de atividade mitdtica. A avaliacdo histologica do baco foi
compativel com redugédo da polpa branca no grupo 5-FU, enquanto a andlise do coragdo e do
figado foram compativeis com citologia tecidual normal nos grupos. Concluséo: Verificou-se
que o tratamento com as menores doses do OEEF apresentou potencial antitumoral significativo
sem evidéncias de toxicidade nos pardmetros avaliados, com relacdo ao OEEF25.

Descritores: Cancer; Plantas medicinais; Sarcoma 180; Eplingiella fruticosa; Toxicidade



ABSTRACT

Study of the antitumor potential of the essential oil from the leaves of Eplingiella fruticosa,
Jesica Batista de Souza, S&o Cristovao, 2023.

Introduction: Cancer is a disease that has high rates of incidence and mortality worldwide.
Despite significant efforts to develop new therapeutic intervention approaches, the rate of
failure remains high. Medicinal plants are one of the most important sources of drugs for the
pharmaceutical industry. In this context, Eplingiella fruticosa (Lamiaceae) or "alecrim do
tabuleiro™ deserves attention in antitumor research, especially because many species in the
family have shown relevant antitumor effects. Objective: Therefore, for the first time, the
antitumor potential of the essential oil from the leaves of Eplingiella fruticosa (OEEF) was
investigated in vitro and in vivo, and possible toxicological effects were evaluated. Methods:
OEEF was obtained through hydrodistillation, and gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) was used to characterize its chemical composition. The cytotoxic activity of OEEF
was investigated using the MTT assay. The murine Sarcoma 180 tumor model was used to
evaluate in vivo antitumor activity and the toxicity of OEEF (25, 50, and 100 mg/kg) after seven
days of intraperitoneal treatment. The OEEF toxicity study included the evaluation of possible
changes in body and visceral mass, as well as the counting of leukocytes and erythrocytes in
blood collected from mice. Furthermore, biochemical analysis of blood serum and tumor and
visceral histology in mice were performed. Results: 80 compounds were identified in OEEF,
with 21 considered major, including 1,8-cineole (17.07%), Camphor (9.36%), B-caryophyllene
(8.96%), and a-pinene (6.97%). In the cytotoxicity test against human tumor cell lines, OEEF
exhibited a growth inhibition percentage (GIP) ranging from 89.3 to 94.8%. The half-maximal
inhibitory concentration (IC50) was in the range of 0.002, 0.260, and 0.218 pg/mL for Colon
Carcinoma (HCT-116), Glioblastoma (SNB-19), and Prostate Carcinoma (PC-3), respectively.
Tumor growth inhibition rates were 91.2%, 87.7%, and 13% for OEEF treatment at doses of
25, 50, and 100 mg/kg/day, respectively. 5-FU (25 mg/kg/day) showed a 93.4% inhibition
compared to the control group, and the OEEF25 and OEEF50 groups were statistically similar
to it. OEEF25 treatment did not cause changes in body and visceral mass; however, there was
adecrease in heart mass in the OEEF50 and OEEF100 groups and in body mass in the OEEF100
and 5-FU groups. Thrombocytopenia (OEEF50, OEEF100, and 5-FU); lymphocytosis
(OEEF50 and OEEF100), and leukopenia (5-FU) were identified. Histological results of the
tumors in the OEEF100 and CTRL groups were indistinguishable. In the OEEF25 and OEEF50
groups, lower necrosis and mitotic activity indices were observed. Histological evaluation of
the spleen was consistent with a reduction in white pulp in the 5-FU group, while heart and
liver analysis was consistent with normal tissue cytology in the groups. Conclusion: Treatment
with lower doses of OEEF showed significant antitumor potential without evidence of toxicity
in the parameters evaluated, particularly with regard to OEEF25.

Keywords: Cancer; Medicinal plants; Sarcoma 180; Eplingiella fruticosa; Toxicity.



RESUMO PARA A SOCIEDADE

Estudo do potencial antitumoral do dleo essencial das folhas de Eplingiella fruticosa, Jesica
Batista de Souza, S&o Cristovéo, 2023.

Introducao: O cancer é uma das doencas que mais acomete e causa 0bito na populacéo a nivel
mundial. Considerando que os medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento do
cancer apresentam efeitos colaterais indesejaveis que levam a interrupcdo do tratamento, a
pesquisa com plantas medicinais tem sido importante na busca de novos farmacos. Nesse
contexto, a Eplingiella fruticosa ou Alecrim do Tabuleiro, uma planta medicinal utilizada pela
populacdo principalmente para o alivio da dor, merece destaque na investigacdo contra o cancer,
especialmente porque muitas espécies da familia tém apresentado efeitos consideraveis contra
tumores malignos induzidos em animais de laboratério. Objetivo: Sendo assim, pela primeira
vez, investigou-se o potencial anticancerigeno do 6leo essencial obtido das folhas da Eplingiella
fruticosa (OEEF), bem como avaliou-se possiveis efeitos colaterais causados. Métodos: Foi
coletada as folhas da planta e no laboratorio extraiu-se o Oleo essencial. Além disso, 0s
compostos quimicos presentes no 6leo foram identificados. O OEEF foi testado em quatro tipos
de células tumorais isoladas e também, em camundongos injetados com um outro tipo de célula
cancerigena (Sarcoma 180) que levou a formacdo de um tumor neles. O tratamento dos
camundongos inoculados com o tumor Sarcoma 180 foi feito em trés dosagens do OEEF (25,
50 e 100 mg/kg) por meio de aplicacdo de injecdo nos camundongos durante sete dias.
Resultados: foram identificados 80 compostos no OEEF, sendo 21 considerados majoritarios
merecendo destaque 1,8-cineol (17,07%), Canfora (9,36%), B-Cariofileno (8,96%) e a-pineno
(6,97%). No teste contra as células humanas isoladas verificou-se que o OEEF diminuiu a
proliferacdo celular de todos os tipos de cancer avaliados, como cancer de célon retal, cerebral,
de prostata e de leucemia. Surpreendentemente, 0 OEEF nas menores dosagens apresentou um
resultado excelente no tratamento dos camundongos doentes, pois reduziu em mais de 87% o
tamanho dos tumores. Além disso, quando foi avaliada se 0 OEEF produzia efeitos prejudiciais
nos animais, verificou-se que 0 mesmo na dosagem de 25 mg/kg foi incapaz de piorar a satde
dos camundongos com cancer. Muito pelo contrario, 0 OEEF normalizou algumas alteraces
ocasionadas pela presenca da doenca, isso foi identificado por meio de avaliacdo de possiveis
alteracOes no peso corporal e de 6rgaos, além de andlise clinica da composicao do sangue desses
animais. Dessa forma, verificou-se que o OEEF na dose de 25 mg/kg teve um resultado
semelhante ao do medicamento 5-FU (25 mg/kg) quanto a reducdo do tumor e, por ora, efeitos
mais satisfatorios em outros parametros. Por exemplo, verificou-se uma queda na imunidade e
perda de peso nos camundongos tratados com o 5-FU, efeitos estes ndo observados para o
tratamento com o OEEF25. Todavia, efeitos adversos foram identificados nas maiores doses do
OEEF, além disso, na dose de 100 mg/kg néo houve reducéo dos tumores. Conclusédo: Conclui-
se que o tratamento com as menores doses do OEEF apresentou potencial antitumoral
significativo sem evidéncias de efeitos adversos nos parametros avaliados com relagcdo ao
OEEF25.
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1 INTRODUCAO

O céncer é considerado uma doenca genética, heterogénea e multifatorial, em que uma
sequéncia de alteracBes gendmicas e moleculares provocam o crescimento e proliferacdo
descontrolada das ceélulas, ocasionando um rapido aumento da massa tecidual nas partes
afetadas do corpo (ANAND et., 2022). Este se origina de uma Unica célula ancestral com apenas
uma mutacdo, a partir da qual células descendentes intensamente anormais sdo geradas
(KONTOMANOLIS et al., 2020).

Esta doenca esta entre as quatro primeiras causas globais de morte na populagdo com
idade inferior a 70 anos e, em 112 paises, € a primeira ou segunda principal causa de morte na
populagéo idosa (SUNG et al., 2021).

A incidéncia do cancer ¢ alta e estima-se que aumente a medida que a populagédo
mundial cresca e envelheca e, os fatores de risco associados a urbanizacdo aumentem em
prevaléncia (DEO; SHARMA; KUMARI, 2022). Em 2020, cerca de 19,3 milhdes de pessoas
desenvolveram céancer e quase 10 milhGes vieram a Obito pela doenca. Estima-se que esse
nimero aumentara para mais de 28,4 milhdes de casos em 2040 (SUNG et al., 2021).

A exposicdo diaria a substancias tdxicas perigosas pode alterar 0 mecanismo padrao do
sistema celular, devido a danos genéticos ocasionados (TEIXEIRA; SOUSA, 2021). Além
disso, uma parcela significativa no desenvolvimento de varios canceres ocorre devido a fatores
comportamentais dietéticos, dependéncia de drogas e falta de atividade fisica (CHHIKARA,;
PARANG, 2022; COPUR; MANAPURAM, 2019). Adicionalmente, as células
cancerigenas podem espalhar-se rapidamente para outros 6rgaos e formar tumores secundarios
(BASTOS et al., 2018; BRITO et al., 2019; MOURA et al., 2016; SANTOS et al., 2023;
TEIXEIRA; SOUSA, 2021).

Os avancos terapéuticos foram alcancados, principalmente, considerando os tipos de
cancer mais comuns (mama, préstata, célon e pulmao); no entanto, tumores raros, Como 0s
sarcomas, progridem ainda mais rapidamente (LIMA et al., 2020; POTTER; JONES;
BARROTT, 2018). Menos de 1% de todas as neoplasias existentes nos centros de tratamento
correspondem aos sarcomas, 0 que, ndo raro, resulta num atraso no seu diagndstico (LIMA et
al., 2020; THOENEN; CURL; IWAKUMA, 2019);

Os sarcomas séo tumores de origem mesenquimal que ocorrem em tecidos moles e
0sseos (SANNINO et al., 2017). Apresentam mais de 70 subtipos, ocorrendo em cartilagem,

musculos, vasos sanguineos, nervos e gordura (LIMA et al., 2020b). O Sarcoma 180 (S180), o
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mais utilizado em estudos experimentais por apresentar altas taxas de disseminagdo e
proliferagéo, tem representado um importante aliado para avaliagdo da atividade de substancias
naturais no cancer (LIMA et al., 2020b; XAVIER et al., 2015).

O desenvolvimento de terapias antitumorais, como cirurgia, radioterapia, quimioterapia
citotoxica e métodos de tratamento seletivo, aumentou consideravelmente a sobrevivéncia ao
cancer (ANAND et al., 2022; DEHELEAN et al., 2021; KHALIFA et al., 2019). Entretanto,
estes tratamentos ainda apresentam importantes limitacdes a serem superadas (KHALIFA et
al., 2019).

A quimioterapia e a radioterapia sdo pouco seletivas, apresentando graves efeitos
colaterais (AIELLO et al., 2018). A terapia baseada em alvos e a imunoterapia, embora
altamente especificas no direcionamento do cancer, apresentam restricfes de uso em pacientes
e sdo muito caras; ainda, varios tipos de cancer tendem a recidivar e adquirir resisténcia apos
os tratamentos (MANDRICH; CAPUTO, 2020). Por isso, estdo a ser feitos esforcos
significativos para procurar medicamentos cada vez mais eficazes, com efeitos secundérios
reduzidos, provenientes de novas fontes (KHALIFA et al., 2019; MANDRICH; CAPUTO,
2020).

O valor terapéutico das plantas ¢ amplamente conhecido pela populacdo mundial desde
a antiguidade devido sua utilizacdo na medicina tradicional para tratar varias doencas, incluindo
o cancer (MARQUES et al.,, 2023). As propriedades terapéuticas associadas as plantas
fundamentam-se especialmente nos metabolitos secundarios que elas produzem. No processo
de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, e particularmente para o tratamento do
cancer, as plantas medicinais representam uma importante fonte de moléculas bioativas
(CATANZARO et al., 2018; DEHELEAN et al., 2021; TEIXEIRA; SOUSA, 2021).

Mais de 60% dos medicamentos anticancer usados na clinica sdo derivados diretamente
de plantas ou inspirados em seus novos fitoquimicos (MANDRICH; CAPUTO, 2020). Alguns
produtos bioativos naturalmente anticancerigenos clinicamente testados incluem Vinblastina,
Vincristina, Podofilotoxina, Paclitaxel (taxol) e Camptotecina (TEIXEIRA; SOUSA, 2021). Os
Alcaléides da Vinca, Vincristina e Vinblastina foram o0s primeiros medicamentos
anticancerigenos derivados de plantas a entrar em uso clinico (DEHELEAN et al., 2021).

Os oleos essenciais (OE) obtidos de espécies vegetais com propriedades aromaticas, sao
exemplos de misturas complexas de metabolitos secundarios volateis com enorme potencial
terapéutico (MARQUES et al., 2023). S&o ricos em fitoquimicos oxigenados e hidrocarbonetos

de pequeno peso molecular, principalmente monoterpenos e sesquiterpenos, 0s quais séo bem
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conhecidos por seu valor terapéutico, incluindo atividade antitumoral (MACHADO et al., 2022;
MELO et al., 2020; SILVA, D. et al., 2019).

Vaérias substancias bioativas presentes em OEs de plantas da familia Lamiaceae foram
identificadas, caracterizadas e isoladas, destacando que as mesmas abrem caminho para a
descoberta de novos compostos terapéuticos para o tratamento do cancer (BILTEKIN et al.,
2023; BOUKHATEM et al.,, 2020; FAHMY et al., 2022; MOHAMMED et al., 2021,
SPYRIDOPOULOU et al., 2019; SUN et al.,, 2022). Particularmente, OEs e extratos de
diferentes partes da "Epligiella fruticosa" (Lamiaceae) tém despertado o interesse cientifico.

A Eplingiella fruticosa Salzm. ex. Benth é uma planta rica em 6leos volateis cujas folhas
sdo utilizadas pela populagdo principalmente para o alivio da dor. Ela é encontrada no Brasil,
principalmente na regido nordeste, cujo 6leo é rico em 1-8 cineol, um fitogquimico altamente
bioativo (BESERRA-FILHO et al., 2019; HARLEY, 2014; SILVA, D. et al., 2019).

O dleo essencial extraido de E. fruticosa tem estimulado o interesse cientifico, pois
demonstrou exercer uma ampla gama de atividades bioldgicas, como atividade formicida
(SILVA et al., 2019); larvicida (SILVA et al., 2008), analgésica (SILVA et al., 2006), efeito
anti-hiperalgésico (MELO et al., 2020), tripanocida e imunomoduladora (SOUZA, 2017);
neuroprotetora (BESERRA-FILHO et al., 2019), antinociceptiva (FRANCO et al., 2011a;
MENEZES et al., 2007) e antimicrobiana (SANTOS, 2016).

Além disso, um estudo demonstrou que a fracao cloroférmica das folhas da planta possui
propriedades antitumorais in vivo contra células de tumor S180 em um modelo murino (LIMA
et al., 2020a). Todavia, ainda ndo ha registro na literatura de atividade anticancerigena de seu
6leo essencial.

Nesta razdo, a E. fruticosa merece ser investigada quanto ao seu potencial biolégico
ainda escasso na literatura. Por isso, a importancia desse trabalho, pioneiro na investigacdo dos
efeitos antitumorais do OE de suas folhas, frente a quatro linhagens de células tumorais (estudos
in vitro) e também, sobre o tumor S180 implantado em camundongos (estudos in vivo), bem

como efeitos toxicologicos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

2.1.1 Estatistica

O cancer ¢ uma das doencas com altos indices de incidéncia e de mortalidade que afetam
0s seres humanos desde os tempos mais antigos. A primeira descri¢gdo desta doenga ocorreu no
Egito, antes mesmo da palavra cancer ser usada e remonta a cerca de 3000 aC. Foi Hipdcrates,
0 entdo Médico grego considerado "Pai da medicina”, que originou o termo "cancer". Até entdo,
haviam registros detalhados e consequéncias da doenca sem indicacdo de seu nome (XIANG,
2017).

Essa doenca esta entre as quatro primeiras causas globais de morte na popula¢do com
idade inferior a 70 anos. Em 112 paises, € a primeira ou segunda principal causa de morte na
populacdo idosa. As taxas de mortalidade por acidente vascular cerebral e doenca cardiaca
coronaria em muitos paises diminuiram, em parte, devido ao aumento de mortes pelo cancer
(SUNG et al., 2021).

Em 2020, cerca de 19,3 milhdes de pessoas desenvolveram cancer e quase 10 milhdes
vieram a Obito pela doenca. Estima-se que esse hiumero aumentara para mais de 28,4 milhdes
de casos em 2040, um aumento de 47% em relacdo a 2020 (SUNG et al., 2021).

Em 2018, o cancer de pulmé&o era o mais comumente diagnosticado (11,6% do total de
casos) e a principal causa de morte por cancer (18,4% do total de mortes por cancer) no mundo,
segundo estimativas do observatério Global do Cancer (GLOBOCAN) (BRAY. et al., 2018).
Pesquisas mais recentes demonstram que o cancer de mama feminino ultrapassou o cancer de
pulmé&o. Todavia, esse continuou sendo a principal causa de morte.

As estatisticas de incidéncia e de mortalidade por cancer a nivel mundial, baseada em
pesquisas de organizagdes mundialmente reconhecidas mostram que, em termos de incidéncia
para ambos 0s sexos combinados, o cancer de mama feminino é o cancer mais comumente
diagnosticado (11,7% do total de casos), seguido de pouca diferenca pelos canceres de pulméo
(11,4%), colorretal (10,0%), prostata (7,3%) e estbmago (5,6%). Para além do cancer de figado
(4,7%), eso6fago (3,1%), colo do Utero (3,1%), tireoide (3%), bexiga (3%), entre outros (SUNG
etal., 2021).

Com relacdo a mortalidade por cancer, o cancer de pulméo é causa primaria de obito

(18% do total de mortes por cancer), seguido por cancer colorretal (9,4%), figado (8,3%),



estdbmago (7,7%) e cancer de mama feminino (6,9%). Para além do cancer de es6fago (5,5%),
pancreas (4,7%), prostata (3,8%), colo do Utero (3,4%), Leucemia (3,1%), entre outros.

O cancer de pulmao configura-se entre os principais em incidéncia, ocupando a primeira
posicao entre 0s homens e a terceira posi¢do entre as mulheres a nivel mundial. Nas mulheres,
0s canceres mais comumente diagnosticados sao o cancer de mama (sendo este o cancer que
mais causa Obito nas mulheres) seguido pelo cancer colorretal e pulmonar. Nos homens, 0s
canceres mais comumente diagnosticados sdo o cancer de pulmao (sendo este o cancer que mais
causa Obito nos homens), seguido pelo cancer de prostata e colorretal (BRAY. et al., 2018;
CHHIKARA; PARANG, 2022; SUNG et al., 2021) (Quadro 1).

Quadro 1 - Incidéncia e mortalidade dos tipos de canceres, por sexo a nivel mundial. Fonte:
adaptado de GLOBOCAM (2020)

Sexo Posicao Incidéncia Mortalidade
10 Cancer de mama Cancer de mama
(24,5%) (15,5%)
A Céncer de pulmao
0 0,
Mulheres 2 Cancer colorretal (9,4%) (13.7%)

Cancer de pulmao

3° Cancer colorretal (9,5%)

(8,4%)
10 Céncer de pulmao Cancer de pulmao
(14,3%) (21.5%)
Homens 20 Céncer de prostata Céncer de figado
(14,1%) (10,5%)
3° Colorretal (10,6%) Colorretal (9,3%)

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2020, previu 450 mil casos novos
anuais até 2022, somando-se a cada ano, 177 mil casos de cancer de pele ndo melanoma, o qual
a previsao foi a de maior incidéncia. Em sequéncia, avistou-se os canceres de mama e de
préstata, colon e reto, pulméo e estbmago.

Entre 0s sexos, 0s cinco tipos de cancer mais comuns previstos para o Brasil foram para
0s homens: cancer de prostata, colon e reto, pulmdo, estbmago e cavidade oral. Para as
mulheres, figuraram entre os principais: o cancer de mama, célon e reto, colo do utero, pulmao
e tireoide. Esses percentuais desconsideram os casos de cancer de pele ndo melanoma, de maior
ocorréncia para ambos (INCA, 2020) (Quadro 2).



Quadro 2 - Incidéncia do cancer no Brasil nos anos de 2020-2022 para 0s sexos combinados e
de forma isolada. Fonte: adaptado de INCA (2020)

Posicéo Combinados Mulheres Homens

10 Cancer de mama Cancer de mama Cancer de prostata
(66 mil) (29,7%) (29,2%),

20 Cancer de Prostata Cancer de colon e reto | Cancer de colon e reto
(66 mil) (9,2%) (9,1%)),

30 Cancer de Colon e reto | Cancer de colo do utero Cancer de pulméo
(41 mil) (7,4%) (7,9%)

40 Cancer de Pulméo Cancer de pulmao Cancer de estbmago (
(30 mil) (5,6%) 5,9%)

5o Cancer de estobmago Cancer de tireoide Cancer de cavidade oral
(21 mil) (5,4%) (5,0%)

Considerou-se a incidéncia dos sexos combinados por 100 mil habitantes.

2.1.2 Fatores de risco

A incidéncia e mortalidade por cancer aumenta rapidamente em todo o mundo. As
razdes sdo complexas e os fatores de risco para o desenvolvimento dos diversos tipos de cancer
sdo considerados em duas modalidades, os riscos intrinsecos e ndo intrinsecos. Os intrinsecos
referem-se a erros aleatérios resultantes da replicacdo do DNA e, portanto, ndo modificaveis
enguanto os nao intrinsecos, referem-se a fatores de risco enddgenos e exdgenos, modificaveis
ao menos parcialmente (WU et al., 2018).

Os riscos exogenos incluem, por exemplo, agentes cancerigenos: virus e bactérias,
xenobioticos; e fatores de estilo de vida: tabagismo, terapia hormonal, ingestdo de nutrientes e
falta de atividade fisica (WU et al., 2018; YIN et al., 2021). Os riscos enddgenos relacionam-
se a caracteristicas particulares de cada pessoa, tais como sistema imune, metabolismo, niveis
hormonais e danos ao DNA os quais sdo considerados parcialmente modificaveis, pois podem
ser prevenidos ou controlados, ainda que parcialmente (WU et al., 2018).

Os riscos ndo intrinsecos e intrinsecos ou mutacionais estdo intimamente relacionados,
uma vez que, por exemplo, microrganismos infecciosos causadores de cancer, sdo agentes
mutagénicos; os virus e, em particular, aqueles com genoma de DNA, normalmente se ligam
ao DNA nuclear do hospedeiro, integrando-se a uma sequéncia cromossdmica ou mesmo sao
capazes de modular o funcionamento da célula a seu favor (ALBERTS et al., 2017). As

bactérias intracelulares podem absorver os DNAs do hospedeiro e entdo se desenvolver em



células cancerigenas hibridizando os DNAs adquiridos com 0s seus proprios e expressando 0S
genomas hibridos (YIN et al., 2021).

Esses agentes invasores exodgenos sdo capazes de interferir no metabolismo e na
imunidade de seus hospedeiros, influenciando suas respostas na prevengdo e no combate ao
cancer. Sao capazes de acionar respostas imunes do hospedeiro e modular seu sistema de defesa
por toda a vida, por meio de memdria imunolégica, promovendo respostas imunes adaptativas
que sdo eficientemente acionadas em um segundo contato com 0 mesmo agente, ou mesmo tais
agentes podem comprometer a imunidade facilitando a carcinogénese (BRAUMULLER et al.,
2022; YIN et al., 2021).

Além disso, podem comprometer o metabolismo celular, o qual esti atrelado as
condicdes de integridade gendmica, uma vez que muitas enzimas necessarias a catalise ou
sintese de biomoléculas podem ndo ser expressas corretamente ou terem suas funcdes
comprometidas em razdo de mutacdes gendmicas ocasionada por invasores. Assim, uma pessoa
pode adquirir obesidade, gordura hepética e predisposicdo para o cancer (JUANOLA et al.,
2021; ZHANG et al., 2021) ou mesmo um paciente ter dificuldades em metabolizar farmacos
quimioterapicos durante o tratamento.

Nesse sentido, apesar de haver erros aleatorios de génese pessoal, presume-se que 0
estilo de vida incluindo fatores, como: alimentacdo, atividade fisica, exposi¢cdo a
microrganismos, pode influenciar fatores mais internos relacionados a imunidade, metabolismo
bem como respostas celulares no combate ao cancer (RINGEL et al., 2020).

De acordo com Wu et al. (2018), todos os seres humanos tém as mesmas taxas de
mutacdo intrinseca e os erros de replicacdo do DNA sdo constantes. Assim, por exemplo,
alguém que nunca fumou pode ter um risco de contrair cancer de pulmédo de 0,2 a 1%. No
entanto, os fatores exdgenos, endégenos e intrinsecos atuam em cooperacgao e ndo isolados.

A este respeito, WU et al. (2016) forneceram evidéncias de que riscos intrinsecos
(inevitaveis) contribuem apenas modestamente (menos de 10 a 30%) para o desenvolvimento
de muitos canceres. Em contraste, riscos ndo intrinsecos (evitaveis) tem uma contribuicao
substancial (60 a 90%) para o acionamento do cancer.

Os motivos para a incidéncia e a mortalidade por cancer sdao complexos, suscitam tanto
o envelhecimento e o crescimento populacional, assim como mudangas na prevaléncia e
distribuicdo dos principais fatores de risco para 0 cancer, muitos dos quais associados ao
desenvolvimento socioecondmico (GLOBOCAM, 2018).



2.2 Céncer: uma doenca genética

As células tumorais compartilham uma ou mais anormalidades detectaveis em suas
sequéncias de DNA que as distinguem das células normais vizinhas ao tumor (DIETLEIN et
al., 2022). Essas anormalidades constituem-se de muta¢fes somaticas, sendo assim chamadas,
pois ocorrem nas células do corpo e ndo na linhagem germinativa (BASU, 2018).

Os cénceres também surgem por mudancgas epigenéticas, as quais sdo herdaveis e
ocasionam modificacfes na estrutura da cromatina sem nenhuma alteracdo na sequéncia de
DNA da célula (TAN et al., 2022). Entretanto, 0s eventos mutacionais sdo fundamentais e estéo
universalmente presentes nas células cancerigenas (CHALMERS et al., 2017; PRIESTLEY et
al., 2019).

Nesse sentido, o cancer é considerado uma doenca genética, heterogénea e multifatorial,
em que uma sequéncia de alteracdes gendmicas e moleculares provocam o crescimento e
proliferacdo descontrolada das células, ocasionando um rapido aumento da massa tecidual nas
partes afetadas do corpo (ANAND et., 2022).

Os diversos tipos de células cancerigenas compartilham algumas caracteristicas comuns
que as diferenciam das células normais. Elas crescem e entram em divisdo celular
inadvertidamente, formam metastase (ANDERSON, 2020), sdo menos propensas a morte por
apoptose (ALIMBETOV et al., 2018), sdo genética e epigeneticamente instaveis (TAN et al.,
2022) e, além disso, escapam da senescéncia celular replicativa (DHANASEKARAN et al.,
2022). Seus genomas mutados permitem que crescam e se dividam na auséncia de sinais que
normalmente mantém a proliferacdo celular sob um rigido controle (BASU, 2018;
KONTOMANOLIS et al., 2020).

Diversos fatores podem desencadear mutagénese, que pode estar relacionada ao
desenvolvimento do céncer. Essa relagdo é un@nime no caso de agentes externos como:
carcindgenos quimicos e radiagdo, como os raios X ou luz ultravioleta (UV), os quais de
maneiras particulares causam alteragdes nas bases do DNA, seja por uma mutacdo simples,
quebras cromossémicas ou translocacdes (BASU, 2018; RAIMONDI; SUPPA; GANDINI,
2020; SAGINALA et al., 2021).

Todavia, mutagdes espontaneas independentes de agentes mutagénicos podem ocorrer
devido as limitagdes intrinsecas da fidelidade da replicacéo e do reparo ao DNA (CHALMERS
et al., 2017). Porém, é cientificamente reconhecido que tais erros contribuem pouco para o

desenvolvimento do cancer ou carcinogénese (WU et al., 2016) .



No caso dos canceres que tém uma causa externa identificada, a doenca em geral é
latente durante um longo periodo de tempo da exposi¢cdo ao agente causal, como ocorre, por
exemplo, com o cancer de pulmdo (HUH et al., 2022). Até a doenca se tornar aparente, as
células cancerosas sofrem uma sucessdo de mudangas e 0 mesmo se aplica a canceres nos quais
a lesdo genética inicial ndo tem uma correlagdo direta com alguma causa externa
(KONTOMANOLIS et al., 2020).

A carcinogénese compreende trés fases diferentes: iniciacdo, promocao e progressao. A
fase de iniciacdo do tumor é um processo rapido associado a exposi¢cdo de carcindgenos as
células e sua interagdo com o DNA, resultando em efeito genotoxico. A fase de promocéo do
cancer € prolongada e esta associada a proliferacdo de células cancerigenas, enquanto a fase de
progressdo tumoral é caracterizada pelo crescimento tumoral, invasdo das células circundantes
e metastase (AMAWI; ASHBY; TIWARI, 2017; BASU, 2018; IQBAL et al., 2018, 2019).

A progressao tumoral envolvida na carcinogénese requer um acumulo gradual de
mutacBes em um ndmero de genes diferentes, em que um distarbio inicial pouco grave no
comportamento celular evolui para um céncer com todas as suas consequéncias
(KONTOMANOLIS et al., 2020; PRIESTLEY et al., 2019). A Leucemia Mieloide Cronica
(LMC), por exemplo, comega com a superproducdo ndo letal de leucocitos durante muito anos,
até mudar para uma doenca que progride mais rapidamente e, de modo geral, termina em 6bito
dentro de poucos meses (ALBERTS et al., 2017).

O cancer se origina de uma unica célula ancestral com apenas uma mutacéo, a partir da
qual células descendentes levemente anormais sao geradas (KONTOMANOLLIS et al., 2020).
Estas entdo sofrem sucessivos ciclos de mutacdo e selecdo natural, dando origem a proles que
sofrem mais mutacdes e se tornam ainda mais bem-adaptadas e continuam a se dividir, por fim
produzindo clones dominantes na lesdo em desenvolvimento (GERSTUNG et al., 2020), como

pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1 - Evolucdo clonal

Desenvolvimento tumoral a partir de ciclos repetitivos de mutacgéo e proliferacdo, originando um clone
de células cancerosas totalmente malignas, que em um estagio de mdaltiplas mutacfes consegue
ultrapassar a membrana basal, etapa inicial da metéstase. Fonte: Alberts et al. (2017).

Para sobreviver, as células cancerosas necessitam de mutacdes adicionais para evitar ou
bloquear mecanismos de protecdo contra 0 comportamento celular incorreto
(DHANASEKARAN et al., 2022). A esse respeito, muitos tipos de células cancerosas
conseguem evitar a apoptose, 0 que, em uma mesma situacdo, uma célula normal faria
normalmente (ALIMBETOV et al., 2018).

Na tumorigénese, a multiplicagdo das celulas teciduais pode ser decorrente do aumento
da diviséo celular ou da inibicdo da apoptose, contribuindo para o crescimento da massa do
tumor (ALIMBETOV et al., 2018). Contrariamente, nos tecidos saudaveis ha um equilibrio
homeostatico entre os niveis de apoptose e divisdo celular (KONTOMANOLIS et al., 2020).

O microambiente tumoral (MAT) possui uma grande diversidade de moléculas e tipos
celulares, incluindo células imunes, como neutréfilos, macréfagos, entre outras, participando
da prevencdo e promogdo do desenvolvimento tumoral, tendo fungdes pré e antitumorais
(HANUS et al., 2021).
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As células do microambiente devem suportar e promover a tumorigénese por citocinas
pré-inflamatdrias (BRAUMULLER et al., 2022). A este respeito, os macrofagos e outras
células imunes produzem citocinas que promovem o tumor e impulsionam a resposta
inflamatdria, fornecendo as células cancerosas fatores de crescimento adicionais e promovendo
0 crescimento de vasos sanguineos, essencial para o crescimento do tumor (ANDERSON, 2020;
BRAUMULLER et al., 2022).

O céancer pode ser ocasionado por processos inflamatérios associados a infecgbes
(ANDERSON, 2020; BRAUMULLER et al., 2022), entretanto, o cancer também pode causar
a inflamacdo, por meio do recrutamento de células imunes produtoras de citocinas
inflamatorias.

A inflamacdo crbnica leva a transicdo epitelial-mesenquimal, desdiferenciacéo,
aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS) e alteracGes epigenéticas no tumor e nas
células do estroma (BRAUMULLER et al., 2022). O estresse oxidativo continuo e a inflamagéo
cronica se sustentam, levando a neoplasia e promovendo a progressdo do tumor (NEGANOVA
etal., 2021).

Além disso, muitos tumores, a fim de superar a hipoxia, produzem fatores de
crescimento que estimulam a angiogénese ou induzem as células adjacentes normais a sintetiza-
los. Tais fatores incluem, o fator de crescimento fibroblastico basico (b-FGF), o fator
transformador de crescimento ex (TGFcx) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
Os novos vasos sanguineos nutrem o tumor em crescimento, permitindo seu aumento de
tamanho e o aumento da ocorréncia de muta¢des mais prejudiciais (ANDERSON, 2020).

Durante a progressao do tumor, as células endoteliais (CEs) sofrem transicdo endotelial-
mesenquimal para se tornarem fibroblastos associados ao céncer (CAFs) (ANDERSON,
2020). A transformacdo de uma célula cancerosa de um fenotipo de célula epitelial para um
tipo de célula mesenquimal permite que a célula invada e migre (YIN et al., 2021) (Figura 2).

Adicionalmente, as células cancerigenas crescem usando o oxigénio e 0s suplementos
do corpo, privando outras células de suplementos regulares e fatores de crescimento (ANAND
et., 2022). Podem suprimir a resposta imune antitumoral, competindo e esgotando nutrientes
essenciais, ou reduzir a aptiddo metabdlica das células imunes que se infiltram no tumor (XIA
et al., 2021). Além disso, os clones resistentes conseguem reduzir sua imunogenicidade,

permitindo o desenvolvimento de tumores e manifestagdes clinicas (HANUS et al., 2021).
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Figura 2 - Microambiente tumoral e progressao do cancer

Os tumores em geral sdo formados de células imunes inflamatorias, células estromais, vasos sanguineos
e matriz extracelular (MEC). As células estromais incluem: células endoteliais vasculares (CEs),
fibroblastos, adipdcitos e células estreladas. Uma vez recrutadas para o MAT, as células do estroma
secretam muitos fatores que influenciam a angiogénese, proliferagdo, invasdo e metéstase. Fibroblastos
associados ao cancer (CAF); fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); Células endoteliais
mesenquimais (ECM); Fator de crescimento transformador beta (TGF-b); fator de crescimento derivado
de plaquetas (PGDE) e metaloprotease da matriz (MMP). Fonte: Anderson (2020).

A metéstase, migracdo das células cancerosas de seu local de origem para colonizar
novos locais no corpo, € 0 aspecto mais preocupante e letal do cancer, sendo ainda pouco
compreendido (TAN et al., 2022). Estima-se que cerca de 90% das mortes sejam associadas a
ela (PRIESTLEY etal., 2019; YIN et al., 2021). Quando o cancer se torna invasivo pelo corpo,
sua erradicacdo fica impossibilitada, seja por cirurgia ou radioterapia local.

A metéstase é um processo complexo de muitas etapas: as células devem desprender-se
do tumor primario, invadir o tecido local e os vasos (vasos sanguineos e linfaticos), mover-se
ao longo da circulacdo, deixar os vasos e, entdo, estabelecer uma nova col6nia em locais
distantes (TAN et al., 2022). Pequenos aglomerados de células cancerosas podem ficar presos

nos linfonodos, dando origem a metastases nos linfonodos, por exemplo.



13

Apesar de os mecanismos moleculares envolvidos na metastase ainda serem obscuros,
atualmente, compreende-se que a migragao ou transigédo epitelial-para mesenquimal requer a
ruptura de adesdo entre as células vizinhas e, entre as mesmas e a matriz extracelular (TAN et
al., 2022).

Quando o diagnostico do cancer precede a formagéo de coldnias metastaticas ha chances
de cura apds a remocdo do tumor primario. Todavia, uma micrometastase ndo detectada
continuard silenciosa por muitos anos, até que se forme um tumor secundario evidente mediante
um grande crescimento. Por infortunio, pessoas que sdo consideradas clinicamente livres da
doenca apés o tratamento do cancer podem carregar milhares de células tumorais disseminadas
(MALLADI et al., 2016).

Entende-se que os canceres sdo causados por mutagdes em um numero limitado de genes
criticos, ou seja, de oncogenes hiperativos e genes supressores tumorais, cuja hiperatividade e
perda de fungdo, respectivamente, sdo decorrentes de mutacfes ou de alteragdes epigenéticas
(BASU, 2018; GERSTUNG et al., 2020; WANG et al, 2018). Genes criticos sdo aqueles cujas
alteracdes contribuem para gerar ou desenvolver um cancer ao longo da tumorigénese; apenas
1% do genoma humano se constitui deles (KONTOMANOLLIS et al., 2020).

O oncogene MY C (também conhecido como c-MY C) faz parte de uma superfamilia de
genes com produtos que estdo entre 0s mais comumente ativados em canceres humanos. Sua
superativacdo produz efeitos como: 1) aumento da atividade da telomerase favorecendo assim
a imortalidade celular; 2) instabilidade gendmica por meio de substituicdo de pontos de controle
do ciclo celular (como a repressao transcricional de p21) e o blogueio do reparo de quebra de
fita dupla do DNA, promovendo quebras de DNA, translocagdes cromossémicas, ganhos ou
perdas cromossdmicas, aneuploidia e poliploidia; 3) dorméncia para superar ambientes com
poucos nutrientes, levando eventualmente a recidiva do tumor; 4) aumento da angiogénese,
promovendo a progressao do tumor e 5) inibicdo ou escape da vigilancia imunologica para
garantir a sobrevivéncia das células cancerigenas. Todas essas caracteristicas reguladas pelo
MY C trabalham em unissono para impulsionar a progressao do cancer (DHANASEKARAN et
al., 2022).

Todavia, células que superproduzem apenas a proteina Myc dificilmente desenvolvem
tumores malignos. No entanto, quando associadas com outras mutacgdes, por exemplo, mutacdes
cooperativas no gene RasP, formam o cancer (DHANASEKARAN et al., 2022; LODISH et al.,
2014). Pesquisas demonstraram que muitos genes de células cancerosas possuem alteracdo em
varios genes criticos (PRIESTLEY et al., 2019).
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Os genes Ras estdo entre os mais importantes de todos 0s genes criticos para o cancer.
Cerca de 30% de todos os canceres humanos contém um ou mais dos trés membros da familia
Ras humana mutado (HUMBERT et al., 2022). O oncogene rasP, é a versdo dominante mutada
de um gene celular normal, o proto-oncogene o ras (KONTOMANOLIS et al., 2020;
PRIESTLEY etal., 2019).

As proteinas RAS sdo desativadas se estiverem ligadas ao difosfato de guanosina (GDP)
e ativadas quando estiverem ligadas ao GTP (PATELLI etal., 2021). Os oncogenes ras isolados
de tumores humanos contém mutacGes pontuais que criam uma hiperatividade nas proteinas
ras® mutada, que acumula-se no estado ativo, enviando um sinal de estimulag&o do crescimento
ao nacleo, mesmo na auséncia dos hormdnios normalmente necessarios a ativacdo da sua
funcdo sinalizadora (LODISH et al., 2014, p. 1153).

Outro gene importante para a origem oncogénica € o do retinoblastoma (Rb), que
codifica a proteina Rb, reguladora universal do ciclo celular presente em quase todas as células
do organismo (RAJABI et al., 2022). O gene Rb age como um dos principais interruptores do
progresso da divisdo celular, e sua perda pode ocasionar o desenvolvimento de um ou mais
tumores na infancia, podendo ser um olho ou nos dois olhos (ALBERTS et al., 2017).

Além da proteina Rb, uma reguladora universal do ciclo celular, a P53 também é uma
proteina supressora de tumor que protege as células por regulacdo da divisdo celular e também
induz apoptose: mecanismo de morte celular programada vital para a eliminacdo de células
malignas, hiperplasia e progressdao tumoral (ALIMBETOV et al.,, 2018; BARABUTIS;
SCHALLY:; SIEJKA, 2018). Estima-se que mais de 50% de tipos de cancer apresentam
mutacdo nesse gene critico para a malignidade (ALBERT et al., 2017).

A superproducdo de proteinas envolvidas na progressdo do ciclo celular ou mesmo a
inativacdo de genes envolvidos na supressdo tumoral afeta diretamente a regulagdo do ciclo
celular, o qual desregulado, promove muito mais divisdo do que deveria, além de ndo efetuar a
correcdo e continuar ciclos sucessivos de divisdo de celulas contendo genes defeituosos
(DHANASEKARAN et al., 2022; RAJABI et al. 2022; SHI1 et al., 2022;).

O céancer depende ndo apenas de uma perda dos controles de progressao do ciclo celular,
mas também de uma falha no controle de crescimento celular (ANDERSON, 2020). E possivel
encontrar mutacdes em genomas de células malignas que interrompem cada um dos trés
controles fundamentais: o controle do crescimento celular, o controle da diviséo celular e o
controle do dano ao DNA. O glioblastoma é um exemplo de cancer com altera¢cdes no genoma
para esses trés genes criticos (MONTELLA et al., 2022).
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Muito se tem avancado ao longo dos anos no tratamento do cancer (YIN et al., 2021).
Anos atras, a expectativa de vida era muito baixa, muito disso correspondeu aos altos indices
de pessoas com cancer. Os tratamentos eram precarios e as pesquisas sobre a tematica eram
muito limitadas em virtude da falta de conhecimento sobre aspectos genéticos e moleculares
que se relacionavam a doenga.

Com as descobertas a nivel molecular foi possivel verificar diferencas entre as células
normais e as cancerigenas e eventos mutantes associados a diferenciacao entre elas, permitindo
uma maior especializacdo e tratamento em alvos chaves que promovem a proliferacdo celular
anormal. Nessa razdo, uma contribuicdo substancial tem sido a utilizacdo de produtos naturais
com fins quimioterapéuticos. Ressalta-se que a pesquisa basica abre espaco para pesquisas mais

aplicadas e especificas e de maior possibilidade de aplicacdo na pratica clinica.

2.3 Terapéutica oncoldgica e suas limitacoes

O cancer consiste no processo de multiplos estagios de iniciacdo, promocao,
transformacdo maligna e progresséo (COPUR; MANAPURAM, 2019). Os agentes
guimiopreventivos, 0s quais podem ser produtos farmacoldgicos ou naturais, podem atuar como
inibidores da carcinogénese em qualquer um desses estagios. Podem bloquear a incidéncia de
tumores em células saudaveis por meio de: inibicdo de mutagénese, modulacdo de cascatas de
sinalizacdo celular, regulagdo do sistema imunol6gico, aumento do nivel antioxidante e inibi¢do
de angiogénese. Além do mais, a invasdo e a metastase, podem ser prevenidas por meio da
ativacdo de genes anti-metastaticos e modulares como moléculas de adesdo celular (IQBAL et
al., 2019).

Os tratamentos para eliminar células cancerigenas ou inibir sua proliferacdo consistem
principalmente em cirurgia, quimioterapia e radioterapia, juntamente com imunoterapia
recentemente desenvolvida (COPUR; MANAPURAM, 2019; YIN et al., 2021). Apesar de
grandes esforcos para desenvolver novas abordagens de intervencdo terapéutica, a taxa de
insucesso permanece alta (YIN et al., 2021). Ha dois motivos principais que justificam esse
insucesso e referem-se a resisténcia adquirida pelas células tumorais, em virtude de sua
instabilidade genémica frente aos antineoplasicos e os efeitos adversos relacionados as terapias
(LABRIE et al., 22; YIN et al., 2021), que inclusive limitam o aumento de dosagens e/ou
aplicacdes, sendo necessario, por vezes, a interrupcao do tratamento, ocasionando piora do
paciente oncoldgico (BJORN et al., 2020).
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As altas doses de radiacdo durante a radioterapia estdo associadas a segundos canceres,
entre eles, leucemia aguda, leucemia mieloide crénica, mama, pulméao, tireoide e cancer de pele
ndo melanoma. A associacdo entre alguns agentes quimioterapicos alquilantes e o risco de
desenvolver leucemia aguda, em geral, normalmente dentro de 10 anos do tratamento, esta bem
estabelecida. Além disso, inibidores da topoisomerase 1l, antraciclinas e terapias a base de
platina, também ocasionam a leucemia (COPUR; MANAPURAM, 2019).

As terapias sistémicas sdo, em sua maioria, referidas como agentes citotoxicos,
causando uma infinidade de efeitos colaterais (DASARI et al., 2022) (Figura 3). Geralmente,
os tratamentos de longo prazo podem levar o paciente a uma enorme toxicidade, causando
danos graves ou faléncia de multiplos 6rgdos (ANAND et al., 2022; YIN et al., 2021). Além
disso, revelam-se incapazes de curar tumores metastaticos (YIN et al., 2021). Isso pode levar
a um enorme estresse fisioldgico e psicoldgico aos pacientes sob medicacdo quimioterapica
(ANAND et al., 2022).
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Figura 3 - O entendimento atual referente a toxicidade induzida por muitos quimioterapicos e
resisténcia adquirida pelas células tumorais aos farmacos disponiveis. Fonte: adaptado de
Dassari et al. (2022).



17

Os antineoplasicos podem lesionar a medula dssea e reduzir drasticamente a produgéo
de células sanguineas, expondo 0s pacientes a imunossupressdo, tornando-os mais suscetiveis
a infeccdes. A trombocitopenia ou nimero reduzido de plaquetas, que desencadeia a uma
condicdo de sangramento, € observada na administracdo de agentes alquilantes e/ou
antimetabolitos (ANAND et al., 2022).

Os quimioterapicos como a Gencitabina e Carboplatina comumente induzem
mielossupressao grave, expressa principalmente na forma de neutropenia, leucopenia e
trombocitopenia que pode levar a tratamentos ndo ideais em funcdo de adiamento, reducédo ou
interrupcdo (BJORN et al., 2020).

A radiagdo e uma variedade de farmacos quimioterdpicos sdo prevalentes em causar
toxicidades gastrointestinais. A sintomatologia, em geral, se manifesta como nausea,
constipacdo, vomito, diarreia, dor abdominal, perda de peso e ulcera¢cdes na mucosa. O efeito
adverso mais comum relatado com a administracdo sistémica de 5-Fluorouracil (5-FU) é a
diarreia (AKBARALI et al., 2022), além de mucosite, neutropenia e sindrome mé&o-pé
(KNIKMAN et al., 2020) e mielossupressdo (ARSHAD et al., 2020).

A diarréia induzida pelo 5-FU por exemplo, consiste de uma falha na retencdo de
liquidos e eletrolitos (ex: sodio e cloreto), resultando em desidratacdo grave, desnutricdo ou
disfuncéo renal e cardiaca, que podem levar a hospitalizacdo e, em casos graves, a morte. Pode
também ser desencadeada em razdo de uma contratilidade aumentada da fungdo do musculo
liso gastrointestinal regulada pelo sistema nervoso entérico (AKBARALI et al., 2022).

Pertencente a classe dos antimetabdlitos, o 5-FU é comumente usado em combinacéo
com outras drogas antineoplésicas e com radioterapia. As combinagdes sdo uma estratégia na
busca de um perfil de baixa toxicidade e aumento da taxa de resposta e sobrevida livre de
progressdo (ARSHAD et al., 2020). Tem sido utilizado no tratamento do cancer colorretal e
pancreatico (5-FU, &cido folinico, oxaliplatina e irinotecano); cancer de esofago (5-FU e
ciplastina), além de cancer de mama, cancer de cabeca e cancer de pescoco (ARSHAD et al.,
2020; KNIKMAN et al., 2020).

Dado o numero consideravel de pacientes oncolégicos sendo tratados com
guimioterapia em todo o mundo todos os anos e a toxicidade grave relacionada aos farmacos,
0 monitoramento de drogas € valioso para alcancar toxicidade grave minima. Isso pode ser feito
por meio de biomarcadores que possam prever e prevenir toxicidade grave de quimioterapicos
(ARSHAD et al., 2020; KNIKMAN et al., 2020).
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Para além dos efeitos citotoxicos, ocasionado pela terapia oncogénica, as células
malignas do cancer podem se proteger das toxinas e mudar constantemente seus fenotipos para
sobreviver em condicbes adversas (YIN et al., 2021). A capacidade dessas células para
desregular vias de morte celular desempenha papéis criticos na resisténcia terapéutica. As
células tumorais desenvolvem meios compensatorios e vias de mitigacdo de estresse
quimioterapico que mudam o equilibrio das vias de morte celular para a sobrevivéncia
celular. Em relacdo a apoptose, por exemplo, esses programas envolvem a inducéo de proteinas
antiapoptdticas, por exemplo, proteinas da familia BCL2, como BCL2, BCLxL, MCL1 e
inativacdo de proteinas pré-apoptoticas, por exemplo, p53 (LABRIE et al., 22).

Comumente, terapias anticancer podem levar a uma reducdo substancial do tamanho do
tumor, com todas as células tumorais detectaveis aparentemente desaparecendo. Contudo,
meses ou anos depois, verifica-se a falha no tratamento inicial, com o reaparecimento evidente
do céncer, que chega mais resistente e mais agressivo (MALLADI et al., 2016). Isso ocorre
devido as células estarem em um ambiente protegido, ou terem sofrido mudancas epigenéticas
ou mutacoes de protecdo (DHANASEKARAN et al., 2022; GERSTUNG et al., 2020).

As células tumorais podem adquirir resisténcia a maltiplas drogas, incluindo farmacos
aos quais elas nunca foram expostas. A multirresisténcia esta associada, via de regra, com a
amplificacdo de uma parte do genoma que contém o gene chamado Mdrl ou Abcbl (SETHY
et al., 2021). Nessa batalha para frente e para tras entre 0 avango do cancer metastatico e a
terapia, 0 cncer costuma vencer.

O estresse terapéutico intrinseco do tumor e os processos de mitigacdo do estresse
envolvidos pelo ecossistema do tumor fornecem estratégias terapéuticas para aumentar a
eficacia contra o cancer, que podem ser de trés maneiras: a) interromper as vias de mitigacéo
do estresse que favorecem a sobrevivéncia para induzir a morte de células malignas, b)
intensificar o estresse existente e, assim, sobrecarregar as estratégias de mitigagéo resultando
em destruicdo celular, c) explorar vulnerabilidades emergentes no ecossistema tumoral
(LABRIE et al., 2022).

As terapias contra o cancer podem induzir diretamente o dano ao DNA, estimulando
respostas celulares de morte contra células tumorais com altos niveis de dano ao DNA
(LABRIE et al., 22). O 5-FU, usado no tratamento de uma variedade de malignidades, por
exemplo, impede a replicacéo e o reparo do DNA. Além de o produto de seu metabolismo servir
como um analogo de pirimidina incorporando no lugar de uracil ou timina. Essa inibi¢do da

maquinaria de reparo do DNA resulta na morte celular (AKBARALI et al., 2022).
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As células malignas comumente apresentam alto estresse oxidativo decorrentes da
interrupcéo do equilibrio redox que inclui aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
espeécies reativas de nitrogénio (ERNSs) resultantes de fontes intrinsecas e extrinsecas e reducéo
de niveis antioxidantes enddgenos (AGGARWAL et al., 2019). Para manter um equilibrio
adequado de EROs, as células tumorais desenvolveram mecanismos para aumentar a expressao
de proteinas antioxidantes celulares e eliminar peroxido (peroxidases) que controlam os niveis
de peroxido de hidrogénio (H . O .) reduzindo H.O.aH.O (WEINBERG et al., 2019).

Apesar das EROs desempenharem um papel importante na tumorigénese promovendo,
por exemplo, proliferacdo celular, instabilidade gendmica, inflamacéo e resisténcia a apoptose,
altos niveis de EROs podem ter efeitos deletérios. Em concentracdo moderada, EROs ativam a
cascata de sinalizacdo de sobrevivéncia de células cancerigenas. Por outro lado, em altas
concentracdes, as EROs podem causar apoptose de células cancerigenas (AGGARWAL et al.,
2019). A maioria das quimioterapias (antraciclinas, complexos de coordenagdo de platina,
inibidores da topoisomerase, etc.) aumentam EROS/ERNSs através de alteracdes no transporte
de elétrons mitocondriais e reducdo em sistemas antioxidantes como glutationa, peroxidases,
superdxido dismutases e outros (LABRIE et al., 2022).

A interrupc¢do ou inibicdo de enzimas antioxidantes celulares aumenta a producdo de
EROs que desencadeiam a apoptose em células malignas. Além disso, os farmacos
antitumorais que atuam nesse sentido, auxiliam na superacdo do fendmeno de resisténcia
guimioterapica, pois niveis elevados de antioxidantes celulares também estdo diretamente
envolvidos no desenvolvimento de quimiorresisténcia em células malignas (AGGARWAL et
al., 2019). Além disso, varias quimioterapias induzem estresse metabdlico, incluindo inibidores
da via Fosfoinositideo 3-quinase (PI13K) que diminuem a absor¢éo de glicose e aminoacidos ou
inibidores BRAF que afetam a glicolise prejudicando a sobrevivéncia das células neoplasicas
(LABRIE et al., 22).

Embora o tempo de sobrevivéncia de pacientes com cancer tenha sido prolongado apos
esses tratamentos, uma grande proporcao de pacientes ndo consegue obter uma sobrevida de
longo prazo (YIN et al., 2021). Nesse sentido, o desafio é encontrar uma estratégia terapéutica
anticancer sem toxicidade aumentada e sem impacto negativo no resultado geral. Ndo ha
diretrizes bem estabelecidas e baseadas em evidéncias nesse cenario (COPUR,;
MANAPURAM, 2019).
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2.3.1 A familia Lamiaceae na terapéutica oncoldgica

Diversos trabalhos disponiveis na literatura cientifica demonstram que muitas plantas
medicinais contém compostos bioativos que sdo candidatos promissores para o tratamento de
doencas humanas e, portanto, representam uma excelente fonte para a descoberta de novos
farmacos (BOUKHATEM et al., 2020; DASARI et al., 2022; SPYRIDOPOULOU et al., 2019).

Estima-se que das drogas disponiveis atualmente, cerca de 30% sejam oriundas de
plantas e os produtos naturais continuardo a ter grande importancia na medicina humana.
Drogas anticancerigenas, antibidticos, anti-inflamatorios e imunomoduladores estdo entre as
drogas de origem vegetal mais importantes (TAFRIHI et al., 2021).

As plantas medicinais tém sido utilizadas na atencao primaria no tratamento de doencas
e varias delas também sdo empregadas na medicina herbal para o alivio do céancer
(SPYRIDOPOULOU et al., 2019). Embora algumas drogas anticancerigenas de origem
vegetal, incluindo vinblastina, vincristina, vinorelbina, vindesina, estramustina, paclitaxel e
colchicina sejam usadas na clinica, ainda assim, considera-se poucos os farmacos anticancer
existentes diante da progresséo e dificuldade de tratamento da doenca (TAFRIHI et al., 2021).

Especificamente, os OEs de plantas medicinais tém atraido cada vez mais atencao nos
ultimos anos por suas atividades bioldgicas multifacetadas e diversas composi¢cdes quimicas
(SPYRIDOPOULOU et al., 2019). Sdo compostos de baixa polaridade com propriedades
hidrofébicas e enriquecidos de terpenos (compostos derivados de unidades de isopreno), os
quais conferem suas principais caracteristicas fisico-quimicas e farmacologicas (BESERRA-
FILHO et al., 2019; MELO et al., 2020).

Plantas da familia Lamiaceae, ricas em OEs, tém valores significativos na medicina
natural e farmacoldgica. Atividades bioldgicas de seus extratos e OEs como antitumoral,
antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria tém sido investigadas ha tempos
(BOUKHATEM et al., 2020; SUN et al., 2022).

Algumas espécies de Lamiaceae foram estudadas quanto a caracterizagédo fitoquimica
de seus OEs bem como as bioatividades antitumorais in vivo e in vitro (BOUKHATEM et al.,
2020; FAHMY et al., 2022; SPYRIDOPOULOU et al., 2019; SUN et al., 2022).

Sun et al. (2022) analisaram as composi¢fes quimicas e atividades biologicas de OEs
extraidos de Pogostemon cablin (PCEQ), Perilla frutescens (PFEO), Salvia japonica Thunb.
(SJEO), Rosmarinus officinalis (ROEQ), Lavandula angustifolia Mill. (LAEO) e Agastache
rugosa (AREOQ) pertencentes a familia Lamiaceae. A atividade antitumoral foi avaliada in vitro
em linhagens celulares de cancer de prostata humano (LNCap) e de melanoma (B16) de
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camundongo. Os valores de Clso (concentracdo inibitéria média de 50%) dos seis OES nas
células LNCap ficaram entre 116,41 ¢ 189,63 pg/mL; em células B16, variaram de 86,91 a
228,91 pg/mL. De acordo com os autores, a atividade citotoxica, frente as linhagens testadas,
pode ser decorrente dos compostos quimicos identificados nos OEs os quais variaram bastante
em perfis, marcando diferencas entre eles e na sua eficiéncia na atividade antiproliferativa.
Dentre eles identificou-se os majoritérios: alcool de patchouli (43,04%) em PCEO; linalol
(67,65%) em PFEO; chavibetol (17,72%) em ROEOQ; acetato de terpenil (10,52%) em SJEO;
linalol (29,84%) em LAEO; patchouli alcool (45,70%) em AREO.

O oleo essencial de Lavandula officinalis (LOEQO) foi testado em seis linhagens
celulares de cancer humano, ou seja, carcinoma hepatocelular (HepG2), préstata (PC-3),
carcinoma pulmonar (A549), cancer de pele (A431), cancer de colon (HCT-116) e cancer de
mama (MCF-7) para determinar sua acdo antiproliferativa. Os resultados indicaram que o
LOEO foi altamente citotoxico nas linhagens de células HepG2 e A549 com Clsode 67,8 e 12
ug/mL, respectivamente. Além disso, a pré-administracéo oral de LOEO em camundongos teve
a capacidade de reduzir micronucleos, aberracfes cromossémicas e danos ao DNA induzidos
pelo quimioterapico ciclofosfamida, exercendo um potente efeito antimutagénico (FAHMY et
al., 2022).

O 6leo essencial de Lavandula stoechas da Argélia (LSEO) foi testado in vitro contra
diferentes linhagens de células cancerigenas: carcinoma de mama humano (MDA-MB-231),
cancer gastrico humano (AGS) e melanoma humano (MV3). O LSEO apresentou
citotoxicidade seletiva em células AGS, MV3 e MDA-MB-231. O 1,8-cineol (61,36%) foi 0
principal composto identificado, seguido pelo B-pineno (13,83%) e a-pineno (4,75%)
(BOUKHATEM et al., 2020).

A composic¢do quimica do 6leo essencial de Origanum onites (OOEO) foi investigada,
assim como seus potenciais efeitos anticancerigenos in vitro e in vivo. O efeito antiproliferativo
mais forte (menor valor de Clso por 72 h) foi observado na linhagem celular de cancer de cdlon
(HT-29) seguida por celulas de melanoma (A375), MCF-7 e HepG2 com valores de Clsg
variando de 0,35 a 23,0 ug/mL. No esudo in vivo, a administracdo oral profilaticado OOEO em
um modelo experimental de camundongo inibiu o crescimento de tumores de colon CT26
singénicos. O fitoquimico mais abundante identificado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM) no OOEO foi o carvacrol (47,99%) (SPYRIDOPOULOU et
al., 2019).
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O OE de Mesosphaerum sidifolium (100 e 150 mg/kg) e seu principal componente,
fenchona (60 mg/kg) reduziram a massa tumoral da cavidade peritoneal de camundongos Swiss
no modelo de carcinoma de ascite de Ehrlich se assemelhando a droga padréao (5-FU, 25 mg/kg).
Os principais componentes do 6leo de M. sidifolium foram fenchone (24,8%), cubebol (6,9%),
limoneno (5,4%), espatulenol (4,5%), B-cariofileno (4,6%) ¢ a-cadinol (4,7%) (ROLIM et al.,
2017). O limoneno e o B-cariofileno s&o descritos na literatura como tendo significativa
atividade antitumoral (ROLIM et al., 2017).

O OE de T. vulgaris foi continuamente administrado em dosagens de (1 g/kg) e (10
g/kg) na dieta em um modelo de carcinoma mamario (4T1) de camundongo. Ambas as doses
reduziram os tumores em 85% (1 g/kg) e 84% (10 g/kg). O p-cimeno (43%) e o timol (39%)
foram identificados como constituintes majoritarios; além deles, a-pineno (2,8%), eucaliptol
(0,9%) e B-pineno (0,6%) estavam dentre os 13 principais compostos (KUBATKA et al., 2019).

As atividades antitumorais in vitro e in vivo do OE de Lavandula angustifolia foram
investigadas na linhagem celular PC-3, usada para estabelecer tumores subcutaneos de
xenoenxerto em camundongos. O OE e o linalol, seu composto majoritario (30%),
administrados na dose de 200 mg/kg suprimiram significativamente o crescimento do tumor
(ZHAO et al., 2017).

A partir do referencial tedrico apresentado nesta secdo, nota-se que as espécies de
Lamiaceae sdo importantes fontes de fitoquimicos com potenciais antiproliferativos e
antitumorais e podem exercer importantes papéis no que diz respeito a busca por novos

farmacos anticancer.

2.4 Eplingiella fruticosa

A subtribo Hyptidinae, familia Lamiaceae, contém aproximadamente 400 espécies
aceitas distribuidas em 19 géneros, dentre os quais Hyptis e Eplingiella fazem parte (BRIDI;
MEIRELLES; POSER, 2021). Pertencem a subtribo, ervas e arbustos com pequenas folhas
xeromorficas e flores com pedicelos curtos distribuidos na américa tropical (HARLEY, 2014;
HARLEY; PASTORE, 2012).

As espécies Hyptidinae parecem promissoras como fontes alternativas de lignanas do
tipo podofilotoxina, que sdo os principais compostos para a semissintese de teniposideo e
etoposideo, importantes agentes antineoplésicos (BRIDI; MEIRELLES; POSER, 2021;
PICKING et al., 2013; PINHEIRO et al., 2015).
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O género Eplingiella surgiu de uma reclassificacdo taxonémica de algumas espécies de
Hyptis: Eplingiella brightoniae, Eplingiella cuniloides e Eplingiella fruticosa sdo as espécies
antigamente contidas em Hyptis e revisadas para o género Eplingiella (HARLEY, 2014,
SILVA, 2017).

A E. fruticosa (como basionimo: Hyptis fruticosa Salzm. Ex Benth.), popularmente
conhecida como 'alecrim de tabuleiro’, é amplamente distribuida na regido nordeste do Brasil
(SILVA et al., 2017)(Figura 4). A infusédo de suas folhas € utilizada pela populacéo local para
tratamento de dores em geral, distirbios gastrointestinais, infeccbes de pele, processos
inflamatorios como cicatrizacdo de feridas, congestdo nasal, colicas, febres e bronquites
(COSTA, 2013; MENEZES et al., 2007; SILVA et al., 2006). Frutos e folhas também s&o
citados no tratamento de gripes, resfriados e asma (AGRA et al., 2008).

Apesar de sua finalidade terapéutica no conhecimento popular, assim como o género
Hyptis, h& poucos trabalhos na literatura que explorem suas atividades bioldgicas e analise
fitoquimica de seus extratos e fracGes. Ainda, a literatura sobre a sua bioatividade,
especialmente anticancerigena, é escassa. Estudos anteriores mostraram que seus extratos
possuem propriedade antinociceptiva (SILVA et al., 2006), vasorrelaxante (MOREIRA et al.,
2010), anti-inflamatéria (ANDRADE et al., 2010), antioxidante (LIMA et al., 2013),
antimicrobiana (SANTOS, 2016) e antitumoral (LIMA et al., 2020).

Os OEs da E. fruticosa apresentam atividade formicida (SILVA et al., 2019); larvicida
(SILVA et al., 2008), analgésica (SILVA et al., 2006), tripanocida e imunomoduladora
(SOUZA, 2017); neuroprotetora (BESERRA-FILHO et al., 2019), antinociceptiva (FRANCO
et al., 2011a; MENEZES et al., 2007), antimicrobiana (SANTOS, 2016) e efeito anti-
hiperalgésico (MELO et al., 2020). Tais atividades estdo associadas a diversidade de compostos
presentes nos OEs.

A fitoquimica dos OEs de quatro gendtipos de E. fruticosa foi identificada e os
compostos presentes nos genétipos EFRUOL e EFRUO2 consistiram em mais de 40% de
monoterpenos cada, sendo 1,8-cineol e canfora os compostos majoritarios, respectivamente. Os
gendtipos EFRUO3 e EFRUO04 consistiram em 80,5% e 84,7% de sesquiterpenos,
respectivamente, com B-cariofileno e 0xido de cariofileno como compostos principais (SILVA,
D. etal., 2019).

Em sintese, a literatura comumente apresenta o 1,8-cineol, canfora, B-cariofileno, 6xido
de cariofileno, biciclogermacreno, E-cariofileno, a-pineno, B-pineno e espatulenol como os
principais compostos presentes nos OEs de E. fruticosa (ALVES et al., 2006; BESERRA-
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FILHO etal., 2019; FRANCO et al., 2011a, 2011b; MELO et al., 2020; MENEZES et al., 2007;
SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2019) (BOUKHATEM et al., 2020).

Quanto a composicdo quimica de extratos e fragcdes da E. fruticosa, os estudos ainda sao
incipientes. Ainda, andlises de identificacdo fitoquimica por meio de cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector ultravioleta ou espectrometria de massa (CLAE/UV e CLAE/EM,
respectivamente) ndo estdo disponiveis na literatura, apenas de seus 0leos essenciais. No geral,
os estudos qualitativos de extratos dessa planta apontam que eles sdo ricos em flavonoides
(ABEDINI et al., 2013), monoterpenos e sesquiterpenos (SOUZA, 2017).

Informacdes acerca da atividade bioldgica e dos constituintes quimicos dos OEs de

diferentes partes da E. fruticosa podem ser vistas no Quadro 3.



Figura 4 - Espécime de Eplingiella fruticosa, um arbusto alto, de coloracdo verde-musgo, com flores azul-lilas. A) arbusto inteiro, B) folhas e
flores distribuidas pelos ramos, C) folhas, D) flores. Fonte: Souza (2023).
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Quadro 3 - Estudos que descrevem efeitos biologicos de 6leos essenciais de Eplingiella fruticosa e seus compostos majoritarios

Preparacao

Constituintes majoritarios

Propriedades biologicas

Referéncias

Oleo essencial de quatro
genotipos

EPF303: canfora (11.4%) e 1,8-

cineol (9%); EPF1103 : canfora (9.3 %) e
1,8-cineol (15.5 %); EPF202: 6xido de
cariofileno (8.7 %) e B-cariofileno (10.9 %)
e EPF901:6xido de cariofileno (8.0%) e -
cariofileno (13%)

formicida

Silva et al. (2019)

Oleo essencial

trans-cariofileno (15,24%),
biciclogermacreno (7,33%) e cis-
calameneno (7,15%).

tripanocida, citotoxica e
imunomoduladora

Souza (2017)

Oleo essencial

a-pineno (11,32%), 1,8-cineol (16,86%),
biciclogermacreno (12,32%) e b-cariofileno
(8,82%).

analgésico

Alves et al. (2006)

Oleo essencial

Flores: a-pineno (5,27-

20,51%) e 3-pineno (6,59-13,64%);
folhas; 1.8-

cineol (4,75-18,70%)

antinociceptiva

Franco et al. (2011a)
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https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/camphor
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/camphor
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/caryophyllene
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/caryophyllene
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/caryophyllene

Oleo essencial

Bicyclogermacrene (12.32%), 1,8-cineole
(16.86%), a-pinene (11.32%), and B-
caryophyllene (8.82%)

antinociceptiva

Menezes et al. (2007)

Oleo essencial

1,8-cineol (15.79%), espatulenol (10.23%),
B-cariofileno (9.79%), biciclogermacreno
(8.57%) e canfora (8.12%)

Larvicida

Silva et al. (2008)

Oleo complexado com B-
ciclodextrina

B-cariofileno (14,78), biciclogermacreno
(14,15), 1,8-cineol (12,09), a-pineno (5,74)
e B-pineno (4.47)

neuroprotetora e antioxidante

Beserra-filho et al.
(2019)

Oleo complexado com -
ciclodextrin

(E) —cariofileno (14.16%),
biciclogermacreno (12.68%), 1,8-cineol
(11.03%),, a-pineno(6.79%), B-pineno
(5.10%)

efeito anti-hiperalgésico

Melo et al. (2020)
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade antitumoral in vitro e in vivo e a toxicidade do 6leo essencial das

folhas da E. fruticosa.

3.2 Especificos

= Identificar os constituintes quimicos bioativos do 6leo essencial das folhas da E.

fruticosa;

= Avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial das folhas da E. fruticosa frente a linhagens

de células tumorais humanas;

= Avaliar o efeito do 6leo essencial das folhas da E. fruticosa sobre o crescimento
tumoral de camundongos transplantados com tumor S180;

= Verificar o efeito do dleo essencial das folhas da E. fruticosa sobre aspectos

toxicoldgicos em camundongos transplantados com tumor S180.
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4 METODO

4.1 Coleta e identificacéo da E. fruticosa

A coleta das folhas da E. fruticosa foi realizada no povoado Feijao, municipio de S&o
Cristovdo, Sergipe (Figura5). As amostras foliares foram acondicionadas em sacos de plastico,
transportadas até o laboratorio; um especime coletado foi direcionado ao Herbario da UFS
localizado no Departamento de Biologia da Universidade Federal de Sergipe para depdsito,
identificacdo e registro do nimero ASE 39257. Além disso, foi registrada no Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)
ABACO79.

Figura5 - Populacdo natural de Eplingiella fruticosa localizada no municipio de Séo Cristovao,
Sergipe, 12°06°S; 41°58°0. Fonte: Souza (2023).

4.2 Extracao do 0leo essencial

A extracdo do 6leo essencial de E. fruticosa (OEEF) foi feita de acordo com Melo et al.
(2020), com adaptacdes. Para isto, 760 g de folhas em 3 L de 4gua deionizada foram processadas
por 3 h no aparato de clevenger, sob uma temperatura de 45 °C. O 6leo foi separado por
densidade e armazenado a -4°C em um frasco de vidro hermeticamente fechado sob protecdo

da luz até a realizacdo da analise da composi¢do quimica e demais experimentos. O rendimento
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do contetdo foi calculado com base no peso seco do material da planta e expresso por meio da
relacdo volume de 6leo obtido (mL)/peso de material vegetal fresco (Kg).

4.3 ldentificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial

Esta etapa foi realizada em colaboracdo com o Professor Dr. Narendra Narain,
coordenador do Laboratdrio de Flavor e Andlises Cromatograficas da UFS. A andlise do 6leo
essencial foi realizada por meio do cromatdgrafo a gas (7820A, Agilent Technologies, Santa
Clara, Estados Unidos) acoplado a espectrometro de massa (5975C, Agilent Technologies,
Santa Clara, Estados Unidos), sob as seguintes condi¢des experimentais: coluna capilar de silica
fundida (30 m x 0,25 mm) com fase ligada HP-5MS (0,25 um de espessura de filme); hélio
(99.999%) como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL/min:; a temperatura do injetor foi de 280
°C e o0 volume da amostra injetada foi de 1 pL no modo Split (10:1); a temperatura foi
programada mantendo 60 °C por 4 min, seguindo de um aumento de 3 °C/min- até atingir 220
°C, depois a 20 °C/ min- até atingir 280 °C; a temperatura do detector (ou interface) de 285 °C,
e a ionizacdo realizada com impacto de 70 eV com varredura de 40 a 550m/z.

A identificacdo do OEEF foi feita com base no indice de retencdo experimental (IR)
calculado com referéncia a série padrdo de n -alcenos (C ; —C ), e 0s tempos de retencdo (TR)
relatados na literatura sob condicBes semelhantes experimentais de cromatografia gasosa
(CG). Além disso, a identificacdo dos compostos foi realizada com base em seu tempo de
retencdo e comparagdes com as bibliotecas espectrais de massa (Instituto Nacional de Padrbes
e Tecnologia, NIST-Web Book e NIST- MS Search v.2.2). As porcentagens relativas dos
constituintes foram calculadas a partir da area sob o pico obtido do cromatograma de detector
de ionizagéo por chama (CG/DIC) (MOHAMMED et al., 2021).

4.4 Estudo citotoxico da E. fruticosa

A citotoxicidade do OEEF foi observada por meio do teste de viabilidade frente a quatro
linhagens de células tumorais, cedidas pelo instituto nacional do cancer (EUA): HCT-116, PC-
3, Leucemia promielocitica (HL-60) e Glioblastoma (SNB-19). A citotoxicidade foi avaliada
por meio do ensaio colorimétrico de reducdo do MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo
de difeniltetraz6lio) a formazan. De acordo com esse ensaio, a quantidade de formazan
produzida é proporcional ao numero de células viaveis (MOSMANN, 1983).

As células, mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal

e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina) em garrafas de cultura celular em estufa com



31

atmosfera de 5% de CO> a 37°C, foram plaqueadas (100 pL/po¢o) nas concentracOes de 0,7 X
10° células/mL (HCT-116), 0,3 x 10° células/mL (HL-60) e 0,1 x 10° células/mL (SNB-19 e
PC-3) em placa com 96 pogos, incubada por 24h. O OEEF foi dissolvido em dimetilsulféxido
(DMSO) e testado inicialmente na concentracdo Unica de 20 pg/mL em triplicata. As placas
foram incubadas por 72h em estufa a 5% de CO2 a 37 °C.

No final da incubacdo, as placas foram centrifugadas (15 g/15 min) a 4°C e os
sobrenadantes removidos. Foram adicionados 100 pL da solucdo de MTT a cada poco (0,5
mg/mL) e as placas foram incubadas por 3h. Apos esse intervalo, as placas foram novamente
centrifugadas (30 g/10 min) a 4°C, os sobrenadantes descartados e 0s precipitados ressuspensos
em 100 puL de DMSO. A absorbancia foi lida usando leitor multiplaca (DTX 880 Multimode
Detector, Beckman Coulter Inc., Packard, ON, Canada) a 595 nm para quantificacdo de
formazan. Todos os valores foram convertidos para percentual de inibicdo de proliferacdo
celular (% IPC) de acordo com a equacao:

% IPC =100 — [(T / CN) x 100]

em que:

T = absorbancia da amostra

CN = absorbancia do controle negativo (DMSO).

O OEEF também foi analisado pelo teste de MTT para determinar a concentracdo
inibitoria capaz de provocar 50% do efeito maximo. A vista disso, realizou-se diluicdes seriadas
a partir das concentracoes de 4,5 pg/mL.

Os experimentos foram analisados segundo a média * desvio padrdo da média (DPM)
da % IPC. A determinacédo da Clso foi realizada a partir de regresséo néo linear e intervalo de
confianca (IC 95%), a partir dos valores de absorbancias. As amostras teste foram avaliadas em
trés repeticdes, e as analises foram elaboradas utilizando o programa GraphPad Prism versdo
8.0.1.

4.5 Estudo da atividade antitumoral in vivo

4.5.1 Animais

Para avaliacdo da atividade antitumoral do OEEF foram utilizados camundongos
machos Swiss (Mus musculus) com 6 a 8 semanas de vida e massa corporal de 25 — 35 g,
requeridos do biotério setorial do Departamento de Fisiologia da UFS. Os animais foram

selecionados aleatoriamente e mantidos no Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e Dor,
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no Departamento de Fisiologia/UFS, sob temperatura controlada (22 + 3°C) com ciclo claro
escuro de 12h (luzes acesas das 6:00 as 18:00h), livre acesso a alimentacdo e agua. Foram
alojados dentro de gaiolas para roedores (30,0 cm de comprimento, 19,0 cm largura e 13,0 cm
altura) com grades metélicas apropriada em pequenos grupos de 05 camundongos do mesmo
sexo (Ql et al., 2018). Os procedimentos foram submetidos e aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animal (CEUA) da UFS, n° de protocolo: 1610191119.

A dor e o sofrimento dos animais no decurso dos ensaios foram minimizados. Os
animais que mostraram sinais intensos e persistentes de dor e sofrimento em decorréncia do
tumor ou por qualquer outro motivo (reacdo anormal a manipula¢do, movimentos anormais ou
relutancia em mover-se, feridas abertas ou ulceracdo da pele, dificuldades na respiracao,
alteracdo do aspecto externo ou grave sangramento) foram eutanasiados, seguindo os principios
éticos de experimentacdo animal da Sociedade Brasileira de Ciénciaem Animais de Laboratério
(SBCAL).

4.5.2 Obtencao e manutencgéo das células do tumor S180

Para o estudo da atividade antitumoral in vivo foi utilizado o tumor experimental
transplantavel chamado de tumor S180 ou tumor de Crocker. As células do tumor S180 foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas na sua forma ascitica na cavidade
abdominal de camundongos. Para tanto, os camundongos com tumor ascitico (animais da
manutencdo do tumor) foram previamente anestesiados e sacrificados por deslocamento
cervical. Apds a desinfeccdo e incisdo do abdome as ascites foram extraidas. Foi feita uma
suspensdo de células com 0,5 mL do tumor ascitico, 5 mL de ringer lactato e 0,2 mL de
gentamicina (5 mg/mL). Uma aliquota de 50 puL de Azul de tripan foi adicionada a 50 pL da
suspensdo das ascites para contagem das células viaveis em cdmara de Neubauer. As células
invidveis coram de azul e as vidveis ficam sem coloracdo. Aproximadamente 0,5 mL da
suspensdo das ascites (4x10° células) foi inoculada nos camundongos por via intraperitoneal.

A transferéncia das células tumorais aciticas do animal da manutengdo com tumor para
0s animais da manutencdo sem tumor foi feita a cada 15 dias, sacrificando o animal doador das
células tumorais e mantendo o animal aceptor dessas células vivas. De acordo com as etapas

descritas anteriormente.
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4.5.3 Planejamento experimental

Os tratamentos foram administrados por via intraperitoneal (i.p.). Os animais foram

divididos em seis grupos (n=11) conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Grupos de animais para avaliacdo da atividade antitumoral in vivo

Grupos pose Tumor (S180) n
(mg/kg/dia)
VEI - Né&o 11
CTRL - 4 x 10° céls/ 0,5 mL 11
OEEF 25 4 x 10° céls/ 0,5 mL 11
OEEF 50 4 x 108 céls/ 0,5 mL 11
OEEF 100 4 x 106 céls/ 0,5 mL 11
5-FU 25 4 x 10° céls/ 0,5 mL 11
TOTAL - - 66

VEI: grupo de animais saudaveis. CTRL: grupo de animais com tumor. OEEF: grupos tratados com o
Oleo essencial das folhas da Eplingiella fruticosa. 5-FU: grupo tratado com 5-Fluorouracil. S180:
Sarcoma 180. n= nimero de animais por grupo.

4.5.4 Determinacao do efeito antitumoral

A acgdo antitumoral in vivo do OEEF sobre o crescimento tumoral S180 seguiu o
protocolo previamente descrito por Amaral et al. (2015). Os animais foram previamente
anestesiados com Ketamina e Xilazina. Sob o efeito do anestésico, foram inoculados 0,5 mL de
células do S180 (4 x 10%/ mL) de 10 dias de idade nos camundongos, por via subcutinea, na
regido axilar dianteira esquerda do animal e no grupo veiculo de animais saudaveis (VEI), 0,5
mL de solucdo de Ringer (cloreto de sodio + cloreto de potassio + cloreto de calcio di-
hidratado).

Ap0s 24h da inoculagdo, iniciou-se os tratamentos (amostras diluidas em DMSO a 5%)
via intraperitoneal (i.p.), durante sete dias consecutivos. No 8° dia da inoculag¢do do tumor, 0s
animais foram submetidos a anestesia transitoria com isoflurano (1,5%; via inalatéria), por meio
de vaporizador calibrado acoplado a cilindro de gas oxigénio em ambiente com exaustdo
(capela). Sob efeito anestésico, realizou-se a coleta de sangue da regido orbicular do olho com
auxilio de céanula heparinizada. O sangue foi acondicionado para a analise dos parametros
bioquimicos e hematologicos (MOURA et al., 2016; XAVIER et al., 2015).
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Seguidamente, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, sendo o
tumor, baco, cérebro, coragdo, estbmago, figado e rins retirados, pesados e armazenados em
formol 10% (AMARAL et al., 2015; ANDRADE et al., 2016a; DORIA et al., 2016). O
percentual de inibicdo do crescimento tumoral (% IT) foi calculado pela férmula, conforme
WANG et al. (2006):

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

em que:

% IT = Percentual de inibicdo de crescimento tumoral

A = média da massa do tumor no grupo controle negativo

B = média da massa do tumor nos animais tratados.

O descarte biologico seguiu conforme legislacdo vigente. As carcacas dos animais
foram identificadas como material infectante e direcionadas ao Biotério Setorial do

Departamento de Fisiologia/UFS até o dia da coleta seletiva de lixo bioldgico.

4.5.5 Avaliacdo dos parametros toxicol6gicos

A variacdo de peso corporal, a alteracdo dos pesos dos Orgdos e as andlises
hematoldgicas e bioquimicas foram determinadas para a avaliagdo antitumoral, conforme

descrito anteriormente por Moura et al. (2016).

4.5.5.1 Determinacao da massa corporal

Todos os dias 0s animais eram pesados. A massa corporal dos animais foi analisada
guanto a sua variacdo do primeiro dia (dia da inoculacdo) até o penultimo dia (Ultimo dia do
tratamento), diminuindo o valor da massa do tumor; conforme a férmula:

Am = (m —m0) — mt

em que:

Am = variac¢do da massa corporal

mf = massa corporal final

mO0 = massa corporal inicial

mt = massa do tumor

As massas corporais foram expressas pela média (g) * erro padrdo da média (EPM).
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4.5.5.2 Determinagéo da massa do tumor e dos 6rgéaos

As massas dos 6rgdos foram aferidas em balanca analitica de precisao e acondicionadas
em frascos contendo formol a 10% para analise histoldgica posterior. As massas dos 6rgaos
(baco, cérebro, coracdo, estbmago, figado e rins) foram convertidas na proporcdo de massa de

0rgdo a cada 100 g de massa corporal do animal.

4.5.5.3 Anélises hematologicas

A partir do sangue periférico coletado, avaliou-se o0s parametros hematologicos
eritrocitarios (heméacia, hemoglobina e hematdcrito) e também, leucocitarios totais e diferencial
(eosindfilo, linfocitos, mondcitos e neutréfilos). Para isso, 20 pL de sangue foi diluido em 380
pL de Turk; em seguida, 10 pL da suspensdo foi colocado na camara de Newbauer e
contabilizado o teor de leucdcitos totais. A contagem diferencial leucocitaria de esfregaco
sanguineo corado com substincias pandticas (Instant- Prov®) foi feita através de microscopio
Optico a partir da contagem de 100 células leucocitarias.

Para avaliacdo dos parametros hematoldgicos eritrocitarios (hemécia, hemoglobina e
hematocrito), o sangue foi colocado em tubo contendo o anticoagulante EDTA para avaliacéo

em analisador automatizado (BC5380, Mindray).

4.5.5.4 Andlises bioquimicas

Para a avaliacdo do funcionamento hepético, foram dosados alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato-aminotransferase (AST); e para andlise do funcionamento renal foram
dosados os niveis de ureia e creatinina. As amostras foram submetidas a centrifugacdo 3500
rpm/10 min a 25°C para a obtencdo do soro. O procedimento dos exames foi realizado seguindo

as metodologias descritas pelo fabricante dos kits da biotécnica.

4.5.5.5 Andlises histopatologicas

Depois de pesados e fixados em 10% de formaldeido, tumores, bacos, coragdes e figados
foram desidratados em alcool, diafanizados em xileno, embebidos em parafina, cortados em
pequenos pedacos. Posteriormente, cortes histologicos de 5 um de espessura foram obtidos e
corados com hematoxilina e eosina. Posteriormente a confeccdo das laminas, as andlises
histologicas foram realizadas por microscopia Optica. As laminas foram avaliadas
qualitativamente em cada grupo estudado (n= 3) que apresentou uma alteragdo na média da

massa, para examinar possiveis alteragdes histoldgicas.
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A gradacdo 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
histolégicos obtidos de cada tumor. Para cada seccdo, foram selecionados 05 campos
histoldgicos por casualizagdo sistematica (ampliacdo de 100x). Nesse sistema, para cada campo
selecionado, seguiram-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
o0s escores pontuados e dividindo o resultado pelo nimero de campos avaliados.

Para determinar o indice mitotico, 10 campos histologicos (ampliacdo de 400x) foram
selecionados por randomizacgdo sistematica (para cada campo selecionado, seguiram-se dois
campos descartados) até que o total de 10 campos fosse devidamente selecionado. As figuras
mitéticas foram contadas para determinar o nimero médio de mitoses por caso e depois por
grupo. A identificacdo das figuras mitéticas tipicas e atipicas foi realizada de acordo com 0s

critérios morfologicos descritos por Lashen et al. (2022).

4.6 Analise 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 pos-teste de Tukey (p<0,05). Para todos os procedimentos foi
utilizado o GraphPad Prisma versédo 6.0 (GraphPad, Software, San Diego, CA., E.U.A)).



37

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extragéo do 6leo essencial

Ao todo foram coletados 10,6 kg de amostras foliares da E. fruticosa. O rendimento das
extracOes do OEEF foi de 1,8 mL/kg de folhas frescas, com média de 1,4 mL de 6leo/extracgéo,
sendo realizadas 14 extracBes. No geral, houve um rendimento total de 0,162% de 6leo. O
OEEF apresentou uma alta fluidez, aparéncia liquida limpida e incolor, com odor fresco e
aromatico e sua densidade simples foi de 0,864 + 0,002 g/mL. Alguns estudos observaram o
rendimento de OEs das folhas da E. fruticosa e os valores observados foram de 0,741% por
Melo et al. (2020); 1,1% por Alves et al. (2006); 2,0%, por Silva et al. (2008); 0,46% por Franco
et al. (2011b) além de 0,11% (flores) e 0,25% (Ssementes).

E importante trabalhos académicos descreverem o rendimento das amostras obtidas com
fins de esclarecer ou trazer mais exatiddo no que diz respeito a quantidade de material
necessario a ser utilizado, até mesmo para fins de exploracdo mais consciente do material
vegetal; principalmente considerando, a E. fruticosa, uma planta com caracteristica
xeromorficas, adaptadas a ambientes com condicBes extremas de nutrientes e dgua, cujas folhas

sdo bastante necessarias a populacdo local para fins medicinais.

5.2 Identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo

Realizou-se o perfil fitoquimico dos metabodlitos secundarios do OEEF usado neste
estudo com base em uma analise de CG/EM que mostrou sua composicao. A andlise identificou
80 compostos, a maioria sesquiterpenos e monoterpenos. Dentre eles, 21 compostos foram
considerados componentes majoritarios: 1,8-cineol (17,07%), Canfora (9,36%), B-Cariofileno
(8,96), a-pineno (6,97%), B-pineno (4,72%), &-Eiemene (4,62%), Espatulenol (3,60%),
Biciclogermacreno (3,14%), Borneol (2,97%), a-Copaene (2,88), viridifloreno (2,43%), a-
Cubebene (2,10%), cis-murola-3,5-dieno (1,95%), a-Cadineno (1,85), a- Cariofileno (1,68%)
Calameneno (1,65%), 6-Cadineno (1,58%), Cubeneno (1,36%), D-Germacreno (1,30%), v-
Muuroleno (1,25%), a-Cadinol (1,04). Esses e outros compostos em menor preparacao, seus
indices de retencdo e composicdo percentual estdo listados na Tabela 2.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/sesquiterpene
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/terpene
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Tabela 2 - Composicdo quimica do 6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF)
obtida por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM-DIC)

Compostos TR IR? IRlit OEEF (%)
(E)-2-Hexenal 4.77 849 848 0.01+0.00
(2)-3-Hexen-1-ol 4.81 851 851 0.02 £0.00
a-pineno 6.79 932 931 6.97 £ 0.17
Canfeno 7.30 948 949 0.18£0.01
B-pineno 8.22 977 976 472 +0.14
1-Octen-3-ol 8.33 980 980 0.17£0.01
B-Mirceno 8.61 989 989 0.10 £0.00
a-Felandreno 9.24 1007 1007 0.08 +0.00
3-6-Careno 9.31 1008 1008 0.10+0.01
1,8-Cineol 10.3 1033 1032 17.07+0.70
y-Terpineno 11.28 1057 1056 0.82+0.04
hidrato de trans -sabineno 11.81 1070 1070 0.08 +0.00
a-Terpinoleno 12.14 1078 1084 0.30+0.01
p - Cimeneno 12.63 1090 1090 0.41+0.01
B-Linalol 13.11 1101 1092 0.61+0.01
(4E,6E)-Alocimeno 14.14 1124 1123 0.22+0.01
Canfora 15.16 1147 1146 9.36 +0.10
Borneol 16.26 1172 1171 2.97 +0.06
4-Terpineol 16.6 1180 1195 0.74+0.01
a-Terpineol 17.28 1195 1195 0.44+0.01
Formato de Bornil 17.65 1200 1199 0.12+0.01
3-5 - Dimetoxi Tolueno 20.39 1264 1264 0.07 +£0.00
Acetato de Bornila 21.13 1281 1281 0.17+0.01
Panaxeno 22.71 1318 1314 0.65+0.02
6-Elemene 23.18 1328 1329 4.62+0.08
a-Cubebene 23.84 1344 1345 2.10+0.05
Ciclosativeno 24.73 1364 1363 0.11+0.00
a-Copaene 25.06 1372 1372 2.88+0.08
B-Bourbonene 25.35 1379 1379 0.43+0.01
B-Cubebene 25.57 1384 1384 0.96+0.04
B-Elemeno 25.67 1386 1386 0.64 +0.03
Cipereno 26.3 1401 1399 0.19+0.02
a-Gurjunene 26.59 1408 1408 0.23+0.01
p-Cariofileno 26.91 1416 1416 8.96 +0.22
B-Copaeno 27.28 1425 1426 0.79+0.03
Aromandendreno 27.61 1433 1436 0.44+£0.01

1,1,7,7a-Tetrametil-1a,2,6,7,7a,7
b-Hexahidro-1H-

ciclopropala]naftaleno 27.75 1436 1440 0.15+0.01
(-)-1sogermacreno D 27.87 1439 1445 0.56 £0.01
cis-murola-3,5-dieno 28.09 1444 1444 1.95+0.03

a- Cariofileno 28.34 1450 1450 1.68+0.04



39

Oxido de Aloaromadendreno 28.49 1454 1454 0.39+0.01
Cis-Muurola-4(15),5-Dieno 28.61 1457 1455 0.52+0.01
Cadina-1(6),4-dieno 29.05 1467 1463 0.30+0.00
v-Muuroleno 29.16 1470 1469 1.25+0.02
D-Germacreno 29.41 1476 1476 1.30+0.03
B-Guaieno 29.57 1480 1478 0.06 £0.00
B-Selineno 29.68 1483 1481 0.15+0.01
Viridifloreno 29.81 1486 1487 2.43+0.10
Biciclogermacreno 30.02 1491 1491 3.14+0.01
a-Muuroleno 30.16 1494 1494 0.70+0.01
(2)-a-Bisaboleno 30.31 1498 1498 0.29 +0.00
Cupareno 30.5 1503 1502 0.07 +£0.00
B-Bisaboleno 30.6 1505 1500 0.06 +0.00
y-Cadineno 30.71 1508 1507 0.21+0.00
B-Cadineno 30.84 1511 1508 0.43+0.02
6-Cadineno 30.97 1515 1515 1.58+0.03
Calameneno 31.10 1518 1518 1.65+0.03
Cubeneno 31.49 1528 1529 1.36+0.03
a-Cadineno 31.67 1533 1534 1.85+0.10
a-Calacoreno 31.82 1536 1538 0.08 £0.01
Elemol 32.17 1545 1547 0.13+£0.00
[-Calacoreno 32.63 1557 1566 0.12+0.01
B-Vatireneno 32.9 1564 1563 0.20+0.01
Espatulenol 33.25 1573 1574 3.60+0.19
B-Epdxido de cariofileno 33.39 1577 1576 0.91+0.07
B-Copaen-4a-ol 33.65 1583 1584 0.39+0.01
Epi-cubenol 34.68 1610 1610 0.19+0.00
Cubenol 35.17 1623 1623 0.56 +0.00
t-Cadinol 35.71 1638 1634 0.49+0.02
a-Cadinol 36.22 1651 1652 1.04 +£0.02
Oxido de Aromadendreno-(1) 36.68 1664 1672 0.18+0.00
Valerenol 36.97 1671 1699 0.30+0.00
Zizanal 37.21 1678 1680 0.27 £0.01
Ylangenal 37.45 1684 1675 0.11+0.00
Selin-7(11)-en-4-ol 37.71 1691 1692 0.19+0.01
Oxido de Manol 48.24 2001 2003 0.23+0.01
Kaur-16-ene 49.09 2029 2031 0.06+0.00
Esclareol 55.01 2227 2220 0.09+0.00

Identificado pelo NIST Web Book e/ou NIST MS Search v2.2; TR: tempo de retencdo (minutos); IRa:
indice de retencéo calculado (calculado a partir dos tempos de retencio em relagio aos de uma série de
n-alcanos (C7-C30) em uma coluna capilar HP-5MS de 30m); IRb: indice de retencéo da Literatura
(webbook.nist.gov); (%): porcentagem do componente.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bicyclogermacrene
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Semelhangas quanto aos compostos majoritarios encontrados neste trabalho
relacionados aos OEs da E. fruticosa podem ser vistos no trabalho de Melo et al. (2020), com
presenca majoritaria de biciclogermacreno (12,68%), 1,8-cineol (11,03%), a-pineno (6,79%) e
B-pineno (5,10%) dentre os vinte e seis compostos identificados. De acordo com os autores, 0s
sesquiterpenos representaram o grupo principal (65,7%), seguidos pelos monoterpenos
(33,23%).

Da mesma maneira, Franco et al. (2011a) encontraram dentre 0S componentes
majoritarios de seis amostras de 0Oleos essenciais extraidos de folhas, flores e sementes de
diferentes plantas da E. fruticosa: 1,8-cineol (6,10-25,55%); a-pineno (4,52-21,21%); B-pineno
(4,76-14,25%), Canfora (2,13-7,40%), além de outros constituintes principais, por exemplo, -
cariofileno (4,77-8,79%) e biciclogermacreno (1,93-9,30%). Os sesquiterpenos representaram
0 grupo principal, seguidos pelos monoterpenos.

Alves et al. (2006), por sua vez, identificaram a presenca de 29 componentes no 6leo
essencial das folhas da E. fruticosa. Dentre os compostos mais abundantes identificados
estavam o a-pineno (11,32%) e 1,8-cineol (16,86%), Assemelhando-se ainda com os
constituintes identificados nesse estudo, Menezes et al. (2007) caracterizaram no OE das folhas
de E. fruticosa Bicyclogermacreno (12.32%), 1,8-cineol (16.86%), a-pineno (11.32%) e -
cariofileno (8.82%).

Silva et al. (2008) reconheceram 59 compostos a partir do 6leo essencial das folhas de
E. fruticosa, dentre os majoritarios 1,8-cineol (15,79%), espatulenol (10,23%), B-cariofileno
(9,79%), biciclogermacreno (8,57%) e canfora (8,12%).

Em sintese, a literatura comumente apresenta o 1,8-cineol, canfora, B-cariofileno, éxido
de cariofileno, biciclogermacreno, E-cariofileno, a-pineno, B-pineno e espatulenol como os
principais compostos presentes nos OEs de E. fruticosa, resultados que se assemelham aos deste
estudo quanto aos constituintes verificados. Vale ressaltar que parte deles ja foram evidenciados
na literatura por seus efeitos antiproliferativos e antitumorais.

O 1,8-cineol ou Eucaliptol, um 6xido terpenoide, além de seus efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios em varias doengas parece ser um agente anticancerigeno promissor com
atividades anti-metastaticas e antiproliferativas (BOUKHATEM et al., 2020). Sabe-se que a
inflamacdo € um componente sério do crescimento e progressdo do cancer. As células
inflamatorias presentes no MAT tém participacédo efetiva no processo neoplésico, promovendo
proliferago, sobrevivéncia e migracio (ANDERSON, 2020; BRAUMULLER et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bicyclogermacrene
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A cénfora, um importante monoterpendide, tem sido usada como material de partida
para sintese de compostos derivados com propriedades bioldgicas diversas e, inclusive,
anticancer. Alguns novos derivados de pirimidina a base de canfora apresentaram atividade
inibitdria interessante contra trés linhas celulares malignas humanas: A549, MDA-MB-231 e
mieloma multiplo (RPMI-8226) (ZHANG et al., 2019).

O p -cariofileno (BCP) é um sesquiterpeno encontrado nos vegetais e esta presente nos
Oleos essenciais de muitas plantas, inclusive da familia Lamiaceae (FIDYT et al., 2016).
Isoladamente ou como componente de OEs de plantas, o BCP demonstrou apresentar
propriedades anticancerigenas e anti-inflamatdrias (DAHHAM et al., 2015).

O a- ¢ B-pineno estdo entre os representantes mais conhecidos de uma ampla familia de
monoterpenos. Esses dois fitoquimicos apresentam diversas atividades biologicas, levando-os
a diversas aplicacdes e usos. Além disso, descobriu-se que a e B-pineno tém efeitos inibitdrios

no cancer de mama e na leucemia (SALEHI et al., 2019).

5.3 Avaliacao da citotoxicidade em células tumorais

A avaliacdo citotoxica in vitro foi realizada frente a quatro linhagens de células tumorais
humanas, as mesmas consistiram em: HCT-116, PC-3, HL60 e SNB-19, em ordem da maior
para menor incidéncia; os dois primeiros sdo cancer de alta incidéncia e os dois Gltimos de baixa
ou rara (glioblastoma) incidéncia (GLOBOCAM, 2020). A partir dos dados apresentados na
Tabela 3, verificou-se que o tratamento com o OEEF foi promissor contra todas as linhagens

avaliadas, apresentando um % IPC acima de 89%.

Tabela 3 - Percentual de inibi¢cdo do crescimento (% IPC) e desvio padrdo (DP) do 6leo
essencial das folhas da Eplingiella fruticosa frente a quatro linhagens de células tumorais

) HCT-116 SNB-19 PC-3 HL-60
Amostras/Linhagens
%IPCtDP %IPCxDP % IPCxDP % IPCxDP
OEEF 89,3+3,2 90,1+0,6 90,3+1,6 948+1,2

HCT-116: Carcinoma de cdlon; SNB-19: Glioblastoma; PC-3: Carcinoma de prostata e HL-60:
Leucemia promielocitica. O 6leo essencial da Epligiella fruticosa (OEEF) foi testado na concentracao
de 4,5 pg/mL.

Com base nos resultados de citotoxicidade de concentracdo Unica do OEEF acima
apresentados, seguiu-se para o teste de Clso, no qual avalia-se a concentragcdo necessaria para
inibicdo de 50% do crescimento celular. Para tanto, os efeitos sobre trés linhagens celulares de
cancer humano, HCT-116, SNB-19 e PC-3, foram avaliados.
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Os resultados exibidos na Tabela 4 indicaram que o OEEF tem um efeito altamente
citotoxico nas linhagens de células testadas em intervalos de confianca (ICs) extremamente
baixos: Verificou-se menor viabilidade celular de HCT-116, seguidamente de PC-3 e SNB-19,
diante da exposicao das células ao OEEF. E possivel que estes resultados se devam ao contelido
de 1,8-cineol (17,07%), Canfora (9,36%) e B-Cariofileno (8,96) ja descritos por suas
bioatividades terapéuticas, ou 0 conjunto de compostos presentes no 6leo atuam de maneira
sinérgica.

Tabela 4 - Concentracdo inibitdria de 50% do 6leo essencial das folhas da Eplingiella fruticosa
frente a trés linhagens de células tumorais

Amostras HCT-116 SNB-19 PC-3
Identificacdo Clso (IC) pg/mL Clso (IC) pg/mL Clso (IC) pg/mL
0,002 0,260 0,218
OEEF
(0,017 - 0,04) (0,219 - 0,308) (0,189 - 0,252)

HCT-116: Carcinoma de cdlon; SNB-19: Glioblastoma; PC-3: Carcinoma de prostata; IC: intervalo de
confianga e OEEF: 0leo essencial da Epligiella fruticosa.

Alguns estudos de Lamiaceae sustentam essa relacdo estrutura-atividade
anticancerigena. Por exemplo, os constituintes quimicos do OE de Lavandula officinalis e
atividades anticancerigenas contra linhagens celulares de cancer humano: PC-3, HCT-116 e
outras foram investigadas. A partir da citotoxicidade, pelo método de MTT, verificou-se que a
atividade antiproliferativa nessas linhagens celulares foi fraca na concentracdo de 100 pug/mL
com um % IPC de 32,1 em PC-3 e 35,6 em HCT-116 (FAHMY et al, 2022). Verificou-se,
especialmente, a presenca de linalol (38,59%), acetato de linalila (37,04%), triacetina (6,93%)
e D-limoneno (5,22%), 1,8-cineol (3,29%) e canfora (2,91%).

O OE de Lavandula pedunculata foi testado contra trés linhagens de células de
glioblastoma: U87 (glioblastoma semelhante ao cérebro), Al72 (glioblastoma) e H4
(neuroglioma). Os valores de Clso obtidos foram de 0,6 pL/mL para células U87, 0,7 pL/mL
para células A172 e 0,8 pL/mL para células H4. Os autores associaram este efeito
antiproliferativo in vitro a sua composicao rica em canfora (39%) e 1,8-cineol (10,9%)
(MARQUES et al., 2023).



43

Os OEs das folhas de Vitex agnus-castus e Ocimum campechianum e de inflorescéncias
frescas de Ocimum carnosum foram analisados. As células humanas de HL-60 foram sensiveis
a todos os OEs testados pelo ensaio de MTT. Verificou-se o maior % IPC para o OE de V.
agnus-castus com Clso de 3,8 (1,7-8,2), provavelmente, por sua maior composicédo de 1,8-cineol
(47,9%) (RICARTE et al., 2020).

O oleo essencial de Lavandula stoechas foi testado in vitro quanto ao seu potencial
efeito inibidor do crescimento de células tumorais humanas: MDA-MB-231, AGS e MV3,
usando o ensaio MTT. O LSEO apresentou um potente efeito antiproliferativo em células AGS
com valor de Clsg de 0,035 pL/mL. Este potente efeito antitumoral in vitro também foi
demonstrado nos ensaios de células MV3 e MDA-MB-231, com Clso de 0,06 e 0,259 pL/mL,
respectivamente. Os autores sugerem gue a citotoxicidade pode ser decorrente do alto teor de
eucaliptol (1,8-cineol), o composto majoritario presente no 6leo (BOUKHATEM et al., 2020).

Investigou-se a composicao e atividades bioldgicas hepatoprotetoras e anticancerigenas
dos 6leos essenciais de Salvia officinalis L. Os constituintes quimiotipicos nos OEs de ervas
secas foram o-pineno, B-pineno, mirceno, 1,8-cineol e canfora. Além de atividade
hepatoprotetora in vivo (provavelmente pela presenca de canfora, segundo os autores), os OEs
de Salvia apresentaram citotoxicidade moderada contra linhagens de células cancerigenas
HepG-2, carcinoma cervical (HeLa) e MCF-7 (MOHAMMED et al., 2021).

O OE de Meriandra dianthera foi estudado, a canfora (54,3%) foi o composto
majoritario, seguido por 1,8-cineol (12,2%) e canfeno (10,4%). Demonstrou-se uma atividade
citotoxica interessante do OE de Meriandra contra as linhagens de células cancerigenas,
especialmente contra MCF-7 com Clso de 83,6 a 91,2 ug/mL (MOTHANA et al., 2019).

O Eucaliptol (13,902%) e 3 -pineno (11,230%) foram verificados dentre os constituintes
majoritarios no OE de Salvia officinalis L. o qual exibiu atividade antiproliferativa in vitro
frente a0 melanoma humano A375 e ao melanoma de camundongo B164A5 (ALEXA et al.,
2018).

E provavel que a atividade antiproliferativa da E. fruticosa seja em decorréncia do 1,8-
cineol, composto majoritario neste estudo. Apesar de evidéncias que induzem a concepgao
desse achado, como por exemplo, o fato de este composto isolado mostrar capacidade
antiproliferativa contra linhagens cancerigenas (GREINER et al., 2013), faz-se necessarias mais
investigacOes, sobretudo com relacdo ao composto isolado. Na verdade, os fitoquimicos
armazenados na planta podem atuar de forma sinérgica para obter um efeito bioldgico final
(CATANZARO et al., 2018).
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5.4 Estudo da atividade antitumoral in vivo

A atividade antitumoral in vivo foi avaliada em camundongos (n=11) que tiveram o
S180 transplantado e tratados com o OEEF nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg/dia durante sete
dias, com base em estudos anteriores (AMARAL et al., 2015; MOURA et al., 2016; XAVIER
et al., 2015). A analise dos tumores revelou que as menores doses testadas do OEEF reduziram
significativamente a massa do tumor em relagédo ao grupo CTRL com 91,2% e 87,7% de
inibicdo tumoral nos grupos tratados com 25 e 50 mg/kg/dia, respectivamente (Figura 6). O 5-
FU, droga padréo utilizada neste estudo, na dose de 25 mg/kg/dia apresentou uma inibicéo de
93,4% em relacdo ao grupo CTRL e os grupos OEEF25 e OEEF50 foram semelhantes a ele na
estatistica. Entretanto, o grupo tratado com o OEEF100 foi estatisticamente igual ao grupo
CTRL e, diferente dos demais, apresentando inibi¢do tumoral de apenas 13%.

Verifica-se, neste trabalho, que a reducédo foi significativa nos tumores nas menores
doses avaliadas do OEEF quando comparadas com o controle. Isso reflete em resultados
excelentes de inibicdo de células tumorais, pois altas doses de quimioterapicos, em geral, estdo
associadas a efeitos colaterais e toxicidade, além da possibilidade de reducéo da eficacia. Vale
ressaltar que esses, sdo alguns dos fatores limitantes na terapéutica contra o cancer o que torna
este estudo promissor no tratamento da doenca. E possivel, que a dose de 100 mg/kg/dia do
OEEF seja toxica aos animais, e assim impec¢a ou diminua as tentativas de restabelecer os
mecanismos de defesa na batalha contra as células malignas presentes no MAT. De
fato,verificou-se que o OEEF ocasionou uma diminui¢do na massa corporal dos animais,
linfocitose e trombocitopenia (ver proximas secoes).

Os efeitos de Oleos essenciais e extratos de espécies da familia Lamiaceae no modelo
experimental de S180 in vivo e in vitro sdo escassos. Assim, esta discussdo também aborda o
efeito antitumoral de espécies de outras familias botanicas frente as células de S180. Observa-
se a partir das referéncias acessadas, que a maior parte das pesquisas apresentaram os maiores

efeitos inibitdrios contra células tumorais nas maiores doses testadas.
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Figura 6 - Média da massa (g) de tumores removidos de animais com Sarcoma 180 tratados
com 6bleo essencial das folhas da E. fruticosa (OEEF), (doses em mg/kg/dia, i.p.)

CTRL.: controle tratado com Tween80 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= 11.
****n<0,0001; quando comparado ao CTRL. %% p<0,0001; quando comparado ao 5-FU. &&&&
p<0,0001; quando comparado intragrupo.

Ferraz et al. (2013) investigaram a composi¢cdo quimica bem como, a atividade
antitumoral in vivo do OE de folhas de Xylopia frutescens (Annonaceae) em camundongos
portadores de S180. O tratamento nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, durante sete dias por via
intraperitoneal, inibiu o crescimento do tumor em 31,0 % e 37,5 %, respectivamente. O 5-FU
(25 mg/kg/dia) apresentou uma inibicdo de 62,3%. Os autores concluiram que OE de X.
Frutescens possui alguma atividade anticancerigena interessante. Os principais compostos
identificados foram ( E )-cariofileno (31,48%), biciclogermacreno (15,13%), D-germacreno
(9,66%), 6-cadineno (5,44%), viridifloreno (5,09%) e a-copaeno (4,35%).

Xavier et al. (2015) demonstraram que o OE das folhas de Lippia microphylla
(Verbenaceae), apds sete dias de tratamento por via intraperitoneal, conseguiu inibir o
crescimento do S180 em 38% e 60%, nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente.
Enquanto o 5-FU (50 mg/kg ) causou 86% de inibicdo. De acordo com os autores, 0 OE tem
atividade antitumoral in vivo significativa Os principais constituintes do 6leo foram timol
(46,5%), carvacrol (31,7%), p-cimeno (9%) e y-terpineno (2,9%).

Moura et al. (2016) demonstraram que OE das folhas de Xylopia langsdorffiana
(Annonaceae), ap0s sete dias de tratamento por via intraperitoneal, conseguiu inibir o
crescimento do S180 em 38% e 54%, nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente. O 5-

FU (25 mg/kg/dia) apresentou uma inibigdo de 70,16%. Os pesquisadores concluiram que
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houve uma reducéo significativa no peso do tumor em ambos 0s grupos, em comparagao com
o grupo controle do tumor. Os principais componentes do OE foram a-pineno (34,57%) e
limoneno (31,75%).

Graca (2023) constatou que OE das folhas da Schinus Terenbithifolia Raddi
(Anacardiaceae), ap6s sete dias de tratamento por via intraperitoneal, conseguiu inibir o
crescimento do S180 em 89,8 % e 69,1 %, nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente.
O 5-FU (25 mg/kg/dia) apresentou uma inibicdo de 80,3 %. Concluiu-se que o OE possuli
atividade antitumoral in vivo. Os principais componentes do OE foram a-pineno (39,60%) e 3-
careno (35,27%). Os mesmos foram avaliados in vivo, 0 3-careno inibiu o crescimento do tumor
em 49,3% ¢ 66,7% nas doses de 25 e 50 mg/kg (i.p.), O a-pineno ndo apresentou diferenca
estatistica com o CTRL.

Amaral et al. (2015), por sua vez, demonstraram que OE das folhas de Mentha x villosa
(Lamiaceae) conseguiu inibir o crescimento do S180 em 29,4 e 40,5% no tratamento por
administracdo intraperitoneal nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente. O controle
positivo 5-FU (25 mg/kg/dia) apresentou uma inibicdo de 69,5%. Na administracdo oral,
também por sete dias consecutivos, houve inibicdo tumoral de 25,0 e 45,2% nas doses de 100
e 200 mg/kg/dia do 6leo, respectivamente. O controle positivo ciclofosfamida (10 mg/kg/dia)
reduziu a massa tumoral em 59,5%. Em ambas as vias de administracdo, houve diferencas
estatisticamente significativas entre as duas doses em relacdo ao grupo veiculo (p < 0,05). O
principal componente do OE foi a rotundifolona (70,96 %), no entanto, esta apresentou
citotoxicidade fraca no teste in vitro.

Alem dos efeitos isolados de OEs na atividade antitumoral in vivo, tém sido cada vez
mais frequente os estudos de amostras vegetais em combinagdo com drogas padrbes
anticancerigenas, visando a diminuicdo dos efeitos adversos e toxicologicos, e/ou de doses
administradas de um antineoplasico isolado.

Amaral et al. (2016) determinaram os efeitos do OE das folhas de M. Villosa
(Lamiaceae) em combinacgéo de 5-FU. A combinacéo do 6leo (50 e 100 mg/kg/dia) com 5-FU
(10 mg/kg/dia) levou a uma maior taxa de inibi¢cdo do crescimento tumoral de S180 (58,9% e
65,7%, respectivamente) quando comparada com 5-FU sozinho (30,2%) na dose de (10
mg/kg/dia). Quando a combinacédo foi comparada ao 5-FU sozinho em maior dose (25 mg/kg
/dia) a taxa de inibicdo foi semelhante, todavia com leucopenia menos grave. Os autores

concluiram que o OE de M. villosa pode aumentar a eficacia terapéutica dos quimioterapicos.
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Santos et al. (2023) avaliaram os efeitos da combinacgdo do antineoplésico 5-FU com o
extrato de flores de Matricaria recutita (Asteraceae) para o tratamento de camundongos
transplantados com S180. O 5-FU isolado, 5-FU+ extrato 100 mg/kg/dia e 5-FU+ extrato 200
mg/kg/dia reduziram significativamente a massa tumoral (p < 0,05) com inibigdo tumoral de
64,3%, 66,7% e 87,7%, respectivamente. No entanto, o 5-FU+extrato 200 mg/kg/dia mostrou
uma redugéo tumoral mais significativa quando comparado ao 5-FU sozinho. O extrato isolado,
por sua vez, nas doses de 100 e 200 mg/kg/ dia ndo apresentou atividade antitumoral
significativa. Os autores concluiram que a administracdo do extrato a 200 mg/kg/dia com o 5-
FU potencializou acentuadamente a acdo antitumoral da droga.

Apesar de o objetivo deste trabalho ndo ser avaliagdo da combinacdo do OE com
quimioterapicos, verifica-se a possibilidade dessa pesquisa no futuro a partir do OEEF, o qual

se mostrou eficaz na atividade antitumoral in vivo frente ao S180 nas doses 25 e 50 mg/kg/dia.

5.4.1 Avaliacao dos parametros toxicol6gicos

Sabe-se que um dos grandes desafios quanto ao tratamento do cancer refere-se aos
inimeros efeitos adversos que os antineoplasicos podem produzir. Nesse sentido, as buscas por
novos tratamentos com efeitos colaterais menos severos sdo fundamentais. A esse respeito, faz
se necessario a analise de possiveis alteracdes da homeostase do organismo exposto a
candidatos antitumorais. O tratamento com o OEEF, bem como o antineoplésico 5-FU durante
sete dias permite avaliar e comparar os efeitos produzidos por eles no organismo de animais
com 0 S180 (ROLIM et al., 2017).

Dessa forma, parametros toxicoldgicos sistémicos, tais como variacdo de massa
corporal e de orgdos (baco, cérebro, coracdo, estbmago, figado e rins), e parametros
hematologicos, bioquimicos e histologicos foram examinados em camundongos tratados com

0 OEEF de acordo protocolo experimental ja descrito.

5.4.1.1 Determinagdo da massa corporal

O ensaio revelou redugdo de massa corporal no grupo CTRL, decorrente da presenca
das células do tumor S180 em comparagcdo com o veiculo (p < 0,05). Adicionalmente, ndo
houve diferengas entre os grupos tratados com o OEEF nas doses 25 e 50 mg/kg/dia em relacéo
ao CTRL, indicando que estas doses além de terem apresentado diminui¢do tumoral excelente
(taxas de inibicdo de 91%, 87% e 93%, para 0 OEEF25, OEEF50 e 5-FU, respectivamente)

foram incapazes de causar alteracdo na massa corporal dos animais (Figura 7).
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Figura 7 - Média da variacdo da massa (g) corporal de animais, em modelo de Sarcoma 180,
tratados com o6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose em mg/kg/dia,
i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 em salina 0,9%. 5-FU: 5-Fluorouracil (25 mg/kg/dia, i.p.). As diferencgas estatisticas foram
avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, n= 11, ****p < 0,001 e *p < 0,05;
quando comparado ao CTRL. ##p < 0,0001; #p < 0,01 e *p < 0,05; quando comparado ao VEI. *%¥¥p <
0,0001; quando comparado ao 5-FU. 4%&&p < 0,0001; quando comparado intragrupo.

Todos os grupos tratados com o OEEF tiveram um efeito de ganho de massa favoravel
diante da droga padréo (p < 0,0001), a qual reduziu de maneira significativa a massa corporal
dos animais quando comparado ao CTRL e ao veiculo (p < 0,0001). Observa-se também, uma
leve tendéncia de melhores efeitos do OEEF50 no ganho de massa na comparacgao intragrupo.
Verificou-se, por exemplo, que o0 mesmo foi semelhante ao VEI e ao CTRL. O OEEF100, por
sua vez, reduziu a massa corporal quando comparado ao VEI e ao CTRL (p < 0,05).

E possivel que os efeitos antitumorais nas menores doses do OEEF tenham se
estabelecido por apresentarem perfis toxicoldgicos sistémicos mais favoraveis. O tratamento
com OEEF na dose de 100 mg/kg/dia induziu perda de peso nos camundongos quando
comparados ao CTRL e, além disso, ndo apresentou efeito antitumoral (Figura 6). Todavia esse
ndo parece ser um fator limitante para seu uso em pesquisas diversas, pois esse efeito de perda
de massa pode ser decorrente da associa¢do do tumor e ndo do OEEF100 isoladamente.

Diferente dos resultados deste trabalho para o OEEF, alguns OEs podem apresentar a
perda de peso como efeito colateral. Rolim et al. (2017) documentaram que camundongos
tratados com OE de Mesosphaerum sidifolium, nas doses de 100 e 150 mg/kg, apresentaram

uma reducdo de peso. De forma similar, o 5-FU também ocasionou esse efeito;
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Xavier et al. (2015) demonstraram que o OE das folhas de Lippia microphylla na dose
de 100 mg/kg, administrado por via intraperitoneal, diminuiu o peso corporal de camundongos
e também o consumo de agua e racdo apos sete dias de tratamento. O mesmo verificou-se para
0 grupo tratado com 5-FU. Os autores associaram a perda de peso dos animais a toxicidade do
6leo de L. microphylla para o sistema gastrointestinal, apesar disso houve inibi¢do tumoral. De
fato, esses efeitos sdo observados com a maioria das drogas anticancerigenas atualmente em
uso.

O 5-FU é um antineoplasico comumente associado a efeitos colaterais relacionados a
perda de peso, tais como: diarréia, vdmitos, anorexia, falta de apetite e mucosite. Assim, como
este trabalho, outras pesquisas constataram perda de massa corporal no grupo 5-FU (AMARAL
et al., 2015; AMARAL et al., 2016; ROLIM et al., 2017). Felizmente, o0 OEEF apesar de nao
prevenir a perda de massa ocasionada pela presenca do tumor S180, ndo acentuou esse efeito.
Mesmo a dose mais alta, apresentou um perfil toxicoldgico de perda de massa mais favoravel
quando comparado ao 5-FU. E provavel que o OEEF nio tenha efeitos adversos relacionados
ao sistema gastrointestinal comumente encontrados nos antineoplasicos, tais como o 5-FU.

Moura et al. (2016), assim como neste estudo, observaram que a propria implantacéo do
tumor S180 em camundongos ocasionou uma diminui¢do na massa corporal deles. Associou-
se esta diminuicdo, a diminuicdo na ingestdo de racdo, observada em todos 0S grupos
transplantados em relacdo ao grupo saudavel. Os autores avaliaram o OE de Xylopia
langsdorffiana nas doses de 50 e 100 mg/kg e, apenas o tratamento com 100 mg/kg reduziu a
ingestdo de alimentos em comparagdo ao grupo controle com o tumor. Mesmo assim,
apresentou reducdo significativa no peso do tumor. Diferentemente, 0 OEEF100 induziu uma
gueda na massa corporal em comparacdo ao CTRL e ndo apresentou atividade antitumoral.

Na presente pesquisa, ficou evidente que houve diferenca estatistica do OEEF em todas
as doses avaliadas em comparagédo ao grupo 5-FU, indicando que o OEEF apresentou um perfil
de ganho de massa favoravel em comparagéo ao padrdo. Nessa perspectiva, o presente estudo
também abre caminho para a avaliagdo combinada do OEEF e 5-FU em trabalhos futuros. De
fato, muitos OEs vegetais tem o potencial de amenizar efeitos adversos produzidos por
medicamentos antitumorais comumente usados na pratica clinica.

Amaral et al. (2015) também ndo observaram alteragdes significativas no ganho de
massa corporal de animais com tumor S180 ap6s a administragdo do OE de M. Villosa
(Lamiaceae) por ambas as vias: oral (100 ou 200 mg/kg) e intraperitoneal (50 ou 100 mg/kg)
(p >0,05). Em contraste, 0 5-FU reduziu a massa corporal.
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Em outro estudo, Amaral et al. (2016) observaram que a combinacdo do 5-FU (10
mg/kg/dia) e OE de M. Villosa (50 e 100 mg/kg/dia) foi semelhante ao 5-FU sozinho (10
mg/kg/dia), havendo significativa reducdo na massa corporal de camundongos com tumor S180
submetidos a estes tratamentos. Todavia, a taxa foi menor que o 5-FU isolado na dose de 25
mg/kg/dia.

5.4.1.2 Avaliagdo da massa dos 6rgéaos

No presente estudo, observou-se um aumento na massa do baco de grande parte dos
grupos avaliados em comparacgdo ao VEI, com excecdo do grupo tratado com o 5-FU (Figura
8). Entretanto, a esplenomegalia foi associada a inducdo do cancer no organismo e ndo ao
tratamento com o OEEF. Além disso, observou-se tendéncia de reversao dessa condicdo nos
grupos tratados com o OEEF.
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Figura 8 - Média da massa (g) do baco por 100 (g) da massa corporal de animais, em modelo
de Sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose
em mg/kg/dia, i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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= 11. ****p < 0,001; quando
comparado ao CTRL. ##p < 0,0001 e *#p < 0,001; quando comparado ao VEI. *%¥p < 0,0001 e *%p <
0,01; quando comparado ao 5-FU. %p < 0,0001; quando comparado intragrupo.

A diminuicdo do bagco em relagdo ao grupo CTRL parece ser dependente do aumento
das doses do OEEF; nota-se que o OEEF50 (p < 0,01) e 0 OEEF100 (p < 0,0001) diminuiram
gradualmente o tamanho do baco, enquanto o0 OEEF25 foi semelhante ao CTRL. O OEEF100
reduziu a massa do baco, assemelhando-se ao padréo, ao passo que diferencas significativas
entre este Ultimo e os grupos OEEF25 (p < 0,0001) e OEEF50 (p < 0,001) foram encontradas.
Houve diferenca significativa entre 0 OEEF25 e o OEEF100.
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Apesar de os grupos do OEEF diminuirem a expansdo esplénica em comparagdo ao
grupo CTRL, ainda assim, a massa do bago nesses grupos continuou aumentada em comparagao
com o veiculo. Sugere-se que o tratamento de sete dias com o OEEF foi insuficiente para
restabelecer o sistema de defesa imune para a normalidade e por isso o baco permaneceu
reativo. A presencga dos tumores nos grupos tratados com o OEEF pode estar estimulando a
mielopoiese esplénica, mantendo a massa do bago aumentada.

O sistema imunologico protege o organismo envolvendo respostas imunes inatas e
adaptativas por meio de células mieloides (granuldcitos, macrofagos e mondcitos) e células
natural killer (NK) ou linfocitos e células dendriticas, respectivamente (BEGAY et al., 2022).
Existe uma estreita relacdo entre a ocorréncia, crescimento e declinio de um tumor e o estado
geral do sistema imunoldgico (BRAUMULLER et al., 2022; HANUS et al., 2021;). Sabe-se
que as células imunes, infiltradas na massa tumoral crescente, desempenham um papel crucial
na expansdo ou erradicacao das células cancerigenas (AGLIARI et al., 2014).

A progressdo do tumor muitas vezes € paralela a uma expanséo coordenada e acimulo
continuo de células mieloides, como macréfagos e neutrofilos associados a tumores
(ANDERSON, 2020; BRAUMULLER et al., 2022; HANUS et al., 2021; WU; HUA; ZHENG,
2020) e células mieloides imaturas (WU; HUA; ZHENG, 2020). Como essas células,
geralmente tém vida curta, necessitam de renovacao rapida e continua a partir de células-tronco
hematopoiéticas e células progenitoras; os tumores interferem na hematopoiese do hospedeiro,
e particularmente, na esplénica, desviando o0 processo para a geracao de células mieloides com
propriedades promotoras de tumores (WU; HUA; ZHENG, 2020). Dessa forma, o aumento do
baco pode resultar em reducGes de outras células sanguineas, sendo importante avaliar o teor
de eritrdcitos em casos de expansdo esplénica (JI et al., 2022; WU; HUA; ZHENG, 2020).

Paralelamente, a superestimulacdo do bago em animais inoculados com células tumorais
é uma reacdo comum de defesa do organismo contra as células malignas. O baco € um local de
armazenamento de células sanguineas bem como o maior érgéo linfoide secundéario do corpo
humano (WU; HUA; ZHENG, 2020). Desempenha um papel crucial na filtragem de particulas
antigénicas e células anormais do sangue; € um 6rgdo importante para a diferenciacéo e ativacdo
de células T e B e producdo de anticorpos. Além disso, 0 bago serve como um importante
reservatorio de mondcitos, plaquetas e células B de memoria (JI et al., 2022; WU; HUA,
ZHENG, 2020).
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O tratamento com baixa dose de 5-FU pode reduzir a expanséo esplénica de precursores
comprometidos com alto potencial proliferativo e restaurar a imunidade antitumoral (WU,
HUA; ZHENG, 2020). Neste trabalho, verificamos esse potencial do 5-FU (25mg.kg.dia).

Na pesquisa de Xavier et al. (2016), o indice do baco foi reduzido significativamente
nos animais com S180 tratados com 100 mg/kg do OE das folhas de Lippia microphylla quando
comparado com o indice do grupo CTRL com tumor, portanto, 0 aumento desse pardmetro
causado pela inoculacdo do tumor foi revertido. O 5-FU (50 mg/kg) reduziu o indice do baco
na comparacdo com o veiculo e com o grupo do tumor.

De fato e, em paradoxo aos resultados obtidos neste trabalho, outras pesquisas
demonstram que o 5-FU reduziu os indices do bago exercendo um potente efeito
imunossupressor (XAVIER et al 2015; AMARAL et al., 2016). Entretanto, neste estudo, a
reducao demasiada do baco néo foi observada para a droga; o 5-FU e o VEI foram semelhantes
na estatistica. Da mesma forma, o OEEF50 e OEEF100 reverteram a esplenomegalia em
comparacdo ao CTRL e ndo causaram esse efeito. Ressalta-se que todas as doses do OEEF
parecem ter um efeito mais comedido na reducdo da expansao esplénica quando comparados
com 5-FU, isso pode ser positivo no sentido de prevencédo de efeitos imunossupressores.

Diferentemente dos resultados obtidos para o0 OEEF, o aumento do baco foi visto em
alguns OEs. 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 oOleo de frutos de Xylopia langsdorffiana, na dose de 50 mg/kg (MOURA et al., 2016).

Em sintese, verificou-se que as doses mais elevadas do OEEF foram mais efetivas em
diminuir o aumento da massa do baco causado pelo tumor. Todavia, é possivel que OEEF100
tenha interferido negativamente na mielopoiese de células envolvidas no contexto antitumoral.
O impacto do OEEF nos parametros sanguineos de camundongos com esplenomegalia
ocasionada por células tumorais de S180 pode ser verificado na avaliacdo dos indices
hematoldgicos.

Observou-se aumento na massa cerebral dos animais do CTRL quando comparado ao
veiculo de animais saudaveis (Figura 9). Entretanto as doses do OEEF parecem restabelecer
esse efeito para a normalidade; observa-se diferenca estatistica entre os grupos OEEF em
comparacdo ao CTRL (p < 0,0001) e sem alteracdes na comparacdo com o VEI (p>0,05). O 5-
FU, por sua vez, apresenta tendéncia de diminuir os efeitos de aumento da massa cerebral,
entretanto insignificante quando comparado ao CTRL (p>0,05). Nesse sentido, verifica-se
melhor potencial na restauragdo da massa cerebral no OEEF do que a apresentada pelo 5-FU.
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Figura 9 - Média da massa (g) do cérebro por 100 (g) da massa corporal de animais, em modelo
de Sarcoma 180, tratados com Gleo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose
em mg/kg/dia, i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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 pds-teste de Tukey, n= 11. ****p < 0,001; quando
comparado ao CTRL. #p < 0,01; quando comparado ao VEI. *p < 0,01; 3%p < 0,001 e **¥p < 0,0001;
guando comparado ao 5FU.

N&o houve alteracdo significativa na massa do cora¢do nos grupos controle, 5-FU e
OEEF25 em comparagdo ao veiculo (Figura 10). Entretanto, uma queda na massa cardiaca
ocorreu nos grupos OEEF50 e OEEF100 em comparagdo ao veiculo, ao controle e ao grupo
tratado com 5-FU. Além disso, 0 OEEF50 e o OEEF100 foram significativamente distintos em
comparagdo ao OEEF25 (p <0,01).

Outros trabalhos avaliaram a massa do coragdo em camundongos com S180 tratados
com o extrato salino de folhas de S. Terebinthifolia (100 mg/ kg) e seus isolados (1 e 5 mg/ kg)
e metrotrexato 1,5 mg/kg (droga padrdo) (RAMOS et al., 2019); o extrato de flores de
Matricaria recutita (200 mg/kg/dia), o 5-FU isolado (25 mg/kg/dia) e a combinacgdo do 5-FU+
extrato 200 mg/kg/dia (SANTOS et al., 2023) no modelo de carcinoma de ascite de Ehrlich; o
oleo essencial de Mesosphaerum sidifolium (50, 100 e 150 mg/kg), o 5-FU (25 mg/kg) e
composto majoritario (fenchone 30 e 60 mg/kg) (ROLIM et al., 2017). Todavia, ndo houve
alteracdes entre 0s grupos estudados nestas pesquisas para fins de mais discusséo. Acredita-se

que a andlise histoldgica do 6rgédo podera esclarecer se houve efeitos toxicologicos no coragéo.
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Figura 10 - Média da massa (g) do coracdo por 100 (g) da massa corporal de animais, em
modelo de Sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF),
(dose em mg/kg/dia, i.p)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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= 11. ****p < 0,001; quando
comparado ao CTRL; #p < 0,01; quando comparado ao VEI; **%%p < 0,0001; quando comparado ao 5FU.
&&n < 0,01; quando comparado intragrupo.

Observou-se que ndo houve alteracdo na massa do estdmago nos grupos CTRL, 5-FU,
OEEF25 e OEEF100 (Figura 11). Uma diminui¢cdo na massa estomacal ocorreu no grupo
OEEF50 em comparagdo ao CTRL e ao grupo tratado com 5-FU (p <0,01); ainda assim, se
manteve dentro da normalidade na comparacdo com o veiculo (p <0,01). Assim, considera-se
gue o OEEF néo apresentou alteragdes no estbmago.

De forma semelhante, ndo houve alteraces nos indices do estbmago de camundongos
com S180 no trabalho de Ramos et al. (2019) entre os grupos avaliados: SHAM de animais
saudaveis, extrato salino de folhas de S. Terebinthifolia (100 mg/ kg) e seus isolados (1 e 5 mg/
kg). Todavia, a droga padréo, metotrexato (1,5 mg/ kg) elevou a massa estomacal dos animais
na comparacdo com o SHAM. Também n&o houve alteragdo na massa estomacal de

camundongos nos grupos avaliados por Santos et al. (2023).
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Figura 11- Média da massa (g) do estdbmago por 100 (g) da massa corporal de animais, em
modelo de Sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF),
(dose em mg/kg/dia, i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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=11. “p < 0,01; quando comparado
ao CTRL. *p < 0,01; quando comparado ao 5FU.

Averiguou-se elevacdo significativa na massa do figado dos animais do grupo CTRL
guando comparado ao veiculo (p < 0,0001); os grupos tratados com 5-FU e o OEEF50
preveniram a hipertrofia hepéatica ocasionada pelo tumor S180; 0s mesmos diminuiram a massa
do figado em comparacdo ao grupo CTRL e foram semelhantes ao VEI (Figura 12). Em
contraste, os grupos das doses de pontas do OEEF foram incapazes de restaurar a massa
hepatica; isso pode ser observado pela semelhanca deles ao grupo CTRL, bem como aumento
de massa hepatica quando comparados ao grupo VELI: (p < 0,001) e (p < 0,01) para 0 OEEF25
e OEEF100, respectivamente.

Apesar de serem menos eficazes na prevencao da hipertrofia hepatica do que o OEEF50,
0 OEEF25 e OEEF100 apresentaram tendéncia a diminui¢éo do indice hepatico. Além disso,
todos os grupos tratados com 0 OEEF mostraram-se semelhantes ao 5-FU (p>0,05). Indicando
gue o tratamento com o OEEF nas doses avaliadas apresentou resultados compativeis com o do
5-FU neste parametro. A avaliacdo nos indices de AST e ALT, bem como a analise histolégica

do dérgéo podera esclarecer os efeitos do OEEF nos hepatocitos.
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Figura 12 - Média da massa (g) do figado por 100 (g) da massa corporal de animais, em modelo
de Sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose
em mg/kg/dia, i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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=11. **p < 0,01; quando comparado
ao CTRL. #p < 0,01; **p < 0,001 e **p < 0,0001; quando comparado ao VEI.

O 5-FU é uma droga padrdo muito utilizada na clinica oncolégica e, além disso, tem
sido empregado em diversas pesquisas em modelos animais com implantacdo de tumor,
inclusive no modelo de S180 implantado em camundongos (AMARAL et al., 2015; AMARAL
etal., 2016; FERRAZ et al., 2013; MOURA et al., 2016).

Algumas pesquisas encontraram resultados de aumento da massa hepatica nos animais
com tumor sem tratamento, com reducdo desse indice em grupos tratados com a droga padréo,
6leo essencial ou extratos vegetais. O aumento da massa hepatica tem sido relatado como uma
resposta do figado a implantacao tumoral.

Rolim et al. (2017) observaram aumento do indice hepatico no grupo controle tumoral,
modelo de carcinoma de ascite de Ehrlich na cavidade peritoneal. No entanto, o OE de
Mesosphaerum sidifolium (50, 100 e 150 mg/kg) e o 5-FU (25 mg/kg), mas ndo o composto
majoritario (fenchone 30 e 60 mg/kg), induziram uma diminuicdo no indice hepatico,
restaurando a normalidade como animais saudaveis.

De maneira semelhante, Ramos et al. (2019) observaram elevacao na massa hepética de
animais do grupo controle negativo com S180 em comparagdo com o grupo SHAM de animais
saudaveis. Observou-se que os tratamentos com o metotrexato 1,5 mg/kg (droga padrao),
extrato salino de folhas de S. Terebinthifolia (100 mg/ kg) e seus isolados (1 e 5 mg/ kg)

reverteram o aumento desse parametro causado pela inoculagédo do tumor.
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Observou-se que nenhum grupo apresentou alteracdo na massa dos rins na comparagao
com o veiculo (p>0,05) (Figura 13). Todavia uma diminuicdo dose dependente ocorreu nos
grupos OEEF25 (p <0,05), OEEF50 (p <0,01) e OEEF100 (p <0,0001) em comparacdo ao
CTRL. Parece que o controle tem uma leve tendéncia de aumentar a massa renal. Nesse sentido,
0 OEEF ndo causou toxicidade, assim como o padrdo também ndo. A avalia¢do nos indices de

ureia e creatinina poderdo confirmar esses achados iniciais.
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Figura 13 - Média da massa (g) dos rins por 100 (g) da massa corporal de animais, em modelo
de Sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose
em mg/kg/dia, i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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=11. *p <0,01; **p < 0,001 e ****p
< 0,0001; quando comparado ao CTRL. ®p < 0,05; quando comparado ao 5-FU.

5.5.1.3 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos leucocitarios

Com relacdo aos pardmetros hematologicos leucocitarios, observou-se que a
implantacdo do tumor isoladamente foi capaz de induzir uma reagdo leucemoide nos animais
transplantados (Figura 14) que pode ser observada pelo aumento de leucocitos totais em relacéo
ao sadio (p < 0,0001). Esses dados corroboram com dados da literatura que descrevem esse tipo
de efeito relacionado a presenca do tumor (ROLIM et al., 2017).

Verificou-se que o OEEF em todas as doses testadas diminuiu o teor de leucdcitos totais
qguando comparados ao CTRL. A reversao da reagdo leucemoide parece ter um efeito melhor
no OEEF25, entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos do OEEF (p>0,05).
Adicionalmente, observa-se que todos os grupos do OEEF apresentaram uma diminuigéo de
leucdcitos aumentados pelo tumor menos acentuada que o 5-FU, ou seja, foram

significativamente distintos da droga padrdo, e além disso, em escala crescente de dose.
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Figura 14 - LeucOcitos totais presentes no sangue de animais, em modelo de Sarcoma 180,
tratados com o6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose em mg/kg/dia,
i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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= 11. *p < 0,05 e **p < 0,0001;
quando comparado ao VEI. ****p < 0,0001 e **p < 0,01; quando comparado ao CTRL. ¥%p < 0,001;
guando comparado ao 5-FU.

E bem conhecido que o uso de agentes quimioterapicos classicos esta associado a
inducdo de reacdes adversas consideraveis (BJORN et al., 2020). Este também é o caso do
tratamento com 5-FU, que comumente induz mielossupressdo grave, incluindo, neutropenia,
leucopenia e trombocitopenia (ARSHAD et al., 2020; MOURA et al., 2016; ROLIM et al.,
2017). Neste trabalho, contrariamente, verificou-se auséncia de leucopenia associada ao
namero total de leucdcitos nos grupos tratados com OEEF e 0s mesmos restabeleceram o teor
de leucadcitos totais para a normalidade; contrariamente, o 5-FU foi diferente na comparacgéo
com o veiculo (p<0,05), corroborando com outros trabalhos que verificaram resultados
semelhantes (BASTOS, 2018; RAMOS et al., 2019).

Rolim et al. (2017) observaram para o0 OE de Mesosphaerum sidifol, seu isolado
majoritario e também para o 5-FU efeito de imunossupressao associado a reducdo do nimero
total de leucocitos. O efeito de imunossupressédo € comum em muitos antineoplasicos (XAVIER
et al 2015).

Amaral et al. (2016) verificaram que o 5-FU sozinho na dose de 25 mg/kg /dia induziu
leucopenia em camundongos com S180. Todavia o OE das folhas de M. Villosa (50 e 100
mg/kg/dia) em combinag&o com 5-FU (10 mg/kg/dia) inibiu o crescimento tumoral semelhante

ao 5-FU, com leucopenia menos grave.
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Moura et al. (2016) observaram leucopenia acentuada com linfocitose e neutropenia,
além de reducédo na contagem de monacitos no grupo 5-FU. Em contraste, o tratamento com 50
mg/kg de 6leo de frutos de Xylopia langsdorffiana restaurou a contagem normal de leucécitos
aos niveis obtidos para o grupo saudavel.

O estudo de neutrdfilos, linfécitos, mondcitos e eosinéfilos ganhou interesse em doengas
oncoldgicas. Neste cenario, as contagens de leucdcitos foram estudadas quanto ao seu potencial
prognostico e valor preditivo em varios tumores solidos (SIBILLE et al., 2022). Nesta pesquisa,
0 aumento dos leucdcitos totais no grupo CTRL foi atribuido a elevacdo nos indices de
neutrdfilos, eosindfilos e mondcitos (Figuras 15, 16 e 17, respectivamente). Ndo houve
alteracdo de linfécitos nos animais do grupo controle quando comparado ao veiculo, entretanto
uma diminuicdo dessas células foi verificada para os grupos do OEEF nas doses mais altas
(Figura 18).

H& um reconhecimento crescente dos neutro6filos como um componente importante das
populacbes de células infiltrantes tumorais (GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018;
HANUS et al., 2021). Séo as células imunes inatas mais abundantes, com papel bem definido
na protecdo do hospedeiro contra diferentes patdgenos e na remodelacao tecidual. Entretanto,
no cendrio tumoral demonstraram um forte valor prognostico negativo (HANUS et al., 2021,
VEGLIA et al., 2021).

Dentro da variedade de neutrofilos, diversas dessas células exercem atividade
imunossupressora no cancer. Elas suprimem as funcdes dos linfocitos T, linfécitos B e células
assassinas naturais e também promovem a progressdo tumoral e a metastase por meio de
mecanismos ndo imunes (HANUS et al., 2021; VEGLIA et al., 2021). Sua presenca em
pacientes com cancer esta associada a progndsticos e resultados terapéuticos ruins (VEGLIA et
al., 2021).

No presente estudo, verificou-se no sangue periférico de camundongos portadores de
S180 sem tratamento, um aumento do numero de neutrofilos em comparagdo ao veiculo (p <
0,001) (Figura 15). O 5-FU e o OEEF25 néo apresentaram alteragdes quando comparados ao
veiculo (P>0,05). E possivel que os altos indices de inibicdo tumoral (93,4% e 91%,
respectivamente) com estes tratamentos tenham restabelecido os niveis de neutrofilos para a
normalidade.

Além disso, verificou-se que os efeitos sobre os neutrdfilos de camundongos tratados
com OEEF25 e OEEFF50 se assemelham aos da droga padrdo, amplamente utilizada na pratica

clinica, sem qualquer evidéncia de neutropenia, comumente presente nos antineoplasicos
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convencionais. No sentido de elevacdo de neutréfilos, verificou-se semelhanca entre OEEF50
e 0 CTRL e, entre este e 0 OEEF100, o qual foi diferente do veiculo e do 5-FU.
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Figura 15 - Contagem de neutrdfilos presentes no sangue de animais, em modelo de Sarcoma
180, tratados com oOleo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose em
mg/kg/dia, i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: control. VEI e CTRL foram tratados com tween80
5% 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=11. #p < 0,05; *#p < 0,01 e **p < 0,001;
quando comparado ao VEI. **p < 0,01; quando comparado ao CTRL. *p < 0,01; quando comparado ao
5-FU. &p < 0,05; quando comparado intragrupo.

O OEEF100 (assim como o OEEF50) foi incapaz de diminuir o elevado indice de
neutrdfilos induzido pelo CTRL (p>0,05). Além disso, ndo apresentou inibicdo significativa do
S180 (inibicdo de apenas 13%). Sugere-se que o crescimento de células tumorais no OEEF100
e no CTRL tenha induzido a resposta imunoldgica primaria para o recrutamento de neutréfilos.
A imunovigilancia refere-se ao papel do sistema imunoldgico em reconhecer antigenos de
células transformadas, gerando assim celulas de memoria e efetoras que buscam e controlam a
geracgdo de novas células tumorais (HANUS et al., 2021).

Todavia, ressalta-se que uma das maneiras de as células malignas se desenvolver é
evitando respostas imunes (LIU et al., 2022; GONZALEZ; HAGERLING;WERB, 2018); é
possivel que esse evento tenha ocorrido por meio de recrutamento de neutrofilos
imunossupressores para 0 MAT. E nesse sentido, as células tumorais do OEEF100 mais
resistentes tenham se multiplicado e diminuido sua imunogenicidade.

Em camundongos transplantados com adenoma de célon, a supressao de células T é
mediada pela ativacdo de metaloproteinase secretada por neutrofilos. Adicionalmente, estas

células promovem o angiogénese e metastases hepaticas mediada pelo fator de crescimento de
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fibroblastos 2 (FGF2). Além disso, um anticorpo antineutréfilo reduziu o nimero de tumores e
a infiltracdo de neutréfilos, sugerindo que os Neutrofilos associados a tumores (NATS)
promovem o desenvolvimento do tumor (HANUS et al., 2021). Além disso, os neutrofilos
também exercem uma funcdo tumoricida em camundongo com adenocarcinoma de pulméo;
além disso, eles contribuem para a inflamagdo durante o inicio e a progressdo do cancer
(GONZALEZ; HAGERLING;WERB, 2018).

Apesar de os neutrofilos no contexto do cancer serem amplamente abordados por seus
efeitos protumorigénicos, contrariamente, ha estudos que defendem a proposta anticancerigena.
Vale salientar que existe uma gama de neutrofilos tipicamente distintos com funcdes pré ou
antitumorais (GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018; VEGLIA et al., 2021). Nesse
contexto, dificultou-se uma discussdo a respeito disso, uma vez que elevados indices de
neutrofilos no grupo OEEF50 parece ndo afetar sua inibicdo tumoral (87% de inibicéo).

Os eosindfilos representam uma minoria dos leucdcitos do sangue periférico; estdo
envolvidos na resposta imune protetora contra helmintos, patdégenos virais e bacterianos
(VARRICCHI et al., 2017) e também em doencas alérgicas (GRISARU- TAL et al., 2020). No
contexto tumoral, estudos relatam atividades anti e pré-tumorigénicas de eosinéfilos (SIBILLE
etal., 2022).

Neste ensaio, observou-se que o grupo controle induziu um aumento de eosinofilos
quando comparado ao veiculo (Figura 16). Nenhum dos tratamentos foi capaz de restaurar o
indice dessas células para a normalidade. Além do mais, 0o OEEF100 intensificou o aumento de
eosinofilos causados pelo controle (p < 0,001). Adicionalmente, parece haver uma tendéncia de
elevacdo de eosindfilos com o aumento das doses do OEEF. Por exemplo, verificou-se
diferenca estatistica entre 0 OEEF25 (p < 0,0001) e 0 OEEF100 e, entre este e 0 OEEF50 (p <
0,05). Além disso, o OEEF100 foi diferente do 5-FU no sentido de elevagéo de eosinofilos.

Quanto ao papel antitumoral, além de um efeito citotoxico direto nas células
cancerigenas, os eosinofilos ativados recrutam, ativam e levam a maturacéo de varias células
imunes promovendo a rejeicdo do tumor (SIBILLE et al., 2022). No entanto, eles também
produzem muitos fatores de crescimento, com efeitos diretos no crescimento do tumor e na
disseminacdo metastatica (GRISARU-TAL et al., 2020).
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Figura 16 - Contagem de eosindéfilos presentes no sangue de animais, em modelo de Sarcoma
180, tratados com Oleo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose em
mg/kg/dia, i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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= 11.%p < 0,05; ##p < 0,001 e *#p
< 0,0001; quando comparado ao VEI. *"p < 0,001; quando comparado ao CTRL. ¥%p < 0,0001; quando
comparado ao 5-FU. &p < 0,05 e 4&&&p < 0,0001; quando comparado intragrupo.

Esses achados dos eosindfilos refletem sua plasticidade funcional, segundo o contexto
tumoral. Por exemplo, enquanto o IFNy e a IL-33 desencadeiam um papel antitumoral dos
eosindfilos, a IL-5 favorece sua funcdo pré-tumorigénica (SIBILLE et al., 2022). Além disso,
a funcéo dos eosinoéfilos depende dos tipos de células malignas envolvidas. Desempenham um
papel antitumorigénico no cancer de melanoma, cancer gastrico, colorretal, oral e de prostata.
Em contraste, no linfoma de Hodgkin e carcinoma cervical, os eosinofilos tém sido associados
a mau prognastico, enquanto em outros ainda sdo um enigma (VARRICCHI et al., 2017).

E possivel que o tratamento com o OEEF100, no modelo de S180 em camundongos,
tenha propriedades co-estimulatorias de eosinéfilos juntamente as células S180. Curiosamente,
esse grupo ndo apresentou atividade antitumoral significativa, suspeita-se que os eosinodfilos
nesse grupo estejam principalmente envolvidos na protumorigénese. Ressalta-se que as
menores doses do OEEF tiveram efeitos sobre a eosinofilia causada pelo tumor semelhante ao
da droga padrdo, sem potencial de restabelecer o teor de eosinofilos.

Os mondcitos constituem 10% dos leucdcitos no sangue humano e 4% dos leucécitos

no sangue de camundongos. Parte deles sofrem diferenciacdo em macréfagos ou células
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dendriticas. Os macrofagos tém sido fortemente associados a fungdes protumorigénica. As
células dendriticas mostram mais flexibilidade de maneira dependente do contexto (JEONG,;
SUH Y; JUNG, 2019).

Os mondcitos desempenham, por si, um papel significativo na condicdo homeostatica
do sistema imunoldgico, mas também na progressdao do tumor. Geralmente, alta taxa de
infiltracdo de mondcitos no meio tumoral indica mau prognéstico clinico de canceres (JEONG;
SUH Y; JUNG, 2019).

Observou-se que houve elevacao significativa no teor de monacitos nos grupos controle,
5-FU, OEEF50 e OEEF100 em comparagdo ao veiculo (Figura 17). Relacionou-se este aumento
a inducdo das células do S180 no CTRL. Nesse sentido, os tratamentos com o 5-FU (p <
0,0001), OEEF50 e OEEF100 (p < 0,05) foram incapazes de restaurar 0 nUmero de monocitos
para a normalidade. Além disso, foram semelhantes ao CTRL na estatistica (p>0,05). Ainda
assim, nota-se uma tendéncia de reducdo de mondcitos pelos OEEF50 e OEEF100, ndo
observada no 5-FU. Contrariamente, o OEEF25 néo apresentou alteragcdo na comparagéo com
o0 veiculo, e ainda teve diferenca na comparacéo com 5-FU (p < 0,01), o qual foi semelhante ao
CTRL (p>0,05); todavia, foi semelhante ao CTRL. Sugere-se que o tratamento com a menor

dose do OEEF tem potencial na restauracdo de mondcitos aumentados pelo controle.
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Figura 17 - Contagem de Mondcitos presentes no sangue de animais, em modelo de Sarcoma
180, tratados com Oleo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose em
mg/kg/dia, i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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= 11.*#p < 0,0001; #p < 0,01 e *p
< 0,05; quando comparado ao VEI. **p < 0,01; quando comparado ao 5-FU.

Diferente dos dados obtidos neste estudo, Ramos et al. (2019) identificaram um aumento

no ndmero de mondcitos circulantes periféricos em camundongos com S180 tratados com o



64

extrato salino de Schinus terebinthifolia Raddi (100 mg/kg) em comparagéo com o controle
negativo. Os demais grupos: SHAM, controle negativo e metotrexato 1,5 mg/kg, ndo diferiram
estatisticamente (p > 0,05).

O aumento de monacitos também foi identificado na pesquisa de Bastos (2018) para o
extrato aquoso de Punica granatum (25 mg/ kg) na comparagdo com o CTRL tratado com salina
(p <0,05). Nao houve diferenca entre o grupo 5-FU (100 mg/ kg) e o CTRL; o grupo de animais
saudaveis néo foi avaliado.

N&o houve alteracdo de monacitos circulantes periféricos no trabalho de Amaral et al.
(2020) entre os grupos avaliados: veiculo, controle negativo, 5-FU (25 mg/kg/dia) e extrato da
folha de Passiflora alata (100 e 150 mg/kg/dia) no modelo murino de S180.

Os linfocitos B e T sdo componentes do sistema imune adaptativo que expressam
receptores altamente especificos para antigenos. Sao células-chave no MAT e, de acordo com
seu perfil, tém diferentes funcdes na progressdo do cancer: as células T CD8 e T CD4, por
exemplo, lisam as células tumorais e liberam citocinas que aumentam as respostas citotdxicas
dos linfocitos; as células B reconhecem antigenos tumorais e produzem anticorpos especificos
contra o tumor com a cooperacgdo de células T auxiliares, diminuindo a progressdo do tumor
(HANUS et al., 2021; LIU et al., 2022).

As células T sdo o segundo tipo de célula imune mais frequente encontrado em tumores
humanos além dos macréfagos associados a tumores. Um alto nivel de infiltracdo de células T
em tumores esta associado a um prognostico favoravel em diversos tipos de cancer: melanoma,
pulmdo, ovario, colorretal, renal, préstata e gastrico. O papel das células B na progressdo do
cancer & muito menos compreendido do que o das células T (GONZALEZ;
HAGERLING;WERB, 2018).

A resposta das células T contra os antigenos derivados do tumor também controla a
progressao do tumor por meio do recrutamento de células NK. Apds a ativagdo, as células NK
medeiam a morte das células tumorais principalmente pela liberacdo de perforina citotoxica e
granzima, ¢ também desencadeando vias apoptoticas através da producao de TNFa ou via
contato direto célula-célula (GONZALEZ; HAGERLING;WERB, 2018).

As células NK sdo células linfoides do sistema imune inato. Conforme documentado em
diversos estudos, elas podem distinguir celulas anormais das saudaveis, levando a
citotoxicidade antitumoral mais especifica e reduzindo complicacbes fora do alvo
(GONZALEZ; HAGERLING;WERB, 2018; WU et al., 2020).
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No presente estudo, observou-se que ndo houve alteracdo significativa no teor de
linfocitos nos grupos controle, 5-FU e OEEF25 em comparagdo ao VEI (Figura 18). Entretanto,
uma queda no numero de linfocitos ocorreu nos grupos OEEF50 e OEEF100 em comparacgéo
ao VEI e ao grupo tratado com 5-FU. Além disso, o OEEF50 (p < 0,05) e 0 OEEF100 (p <
0,0001) foram significativamente distintos em comparagdo ao OEEF25.
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Figura 18 - Contagem de linfécitos presentes no sangue de animais, em modelo de Sarcoma
180, tratados com oOleo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF), (dose em
mg/kg/dia, i.p.)

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL: controle. VEI e CTRL foram tratados com
tween80 5% 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= 11. *##p < 0,0001; quando
comparado ao VEI. %¥p < 0,01; **%p < 0,001 e ¥%p < 0,01; quando comparado intragrupo.

A desregulacdo do sistema imunoldgico é um fator critico no cancer (BEGAY et al.,
2022). Em camundongos com adenoma de célon induzivel, a supressdo de células T é mediada
pela ativacdo de metaloproteinase secretada por neutréfilos (HANUS et al., 2021). Além disso,
no cancer gastrico, os NATs induzem imunossupressdo direta em células T (GONZALEZ;
HAGERLING; WERB, 2018). e os neutrofilos suprimem as func6es dos linfocitos B e células
NK (VEGLIA et al., 2021). Neste trabalho, verificou alto teor de neutr6filos em circulacdo nos
grupos OEEF50 e OEEF100 (Figura 16), ao passo que linfocitose foi identificada nestes grupos.

De acordo com Moura et al. (2016), a diminuicdo do percentual de linfocitos e o
aumento do percentual de neutrofilos séo alteracdes caracteristicas nos casos de necrose
tecidual e presenca de tumores. Os autores observaram isso em todos 0s grupos transplantados,

independentemente do tratamento, exceto no grupo 5-FU, em relacdo aos saudaveis grupos.
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A queda no namero de linfocitos néo é exclusiva do OEEF; a literatura ja& demonstrou
este efeito causado pelo OE de folhas do Croton polyandrus na dose de 150 mg.kg (MEIRELES
et al., 2016), no OE da folha de Xylopia frutescens na dose de 50mg.kg (FERRAZ et al.,2013)
e no extrato da folha de Passiflora alata nas 100 e 150 mg/kg/dia (AMARAL et al., 2020).

Curiosamente, Amaral et al. (2020) verificaram diminuicdo de linfocitos no sangue
periférico de camundongos portadores de tumor S180 nos grupos controle negativo e grupos
tratados com o extrato da folha de Passiflora alata nas doses de 100 e 150 mg/kg/dia na
comparacdo com o veiculo. Nesses mesmos grupos, verificou-se aumento de neutréfilos.
Contrariamente, o grupo 5-FU aumentou linfécitos e diminuiu os neutréfilos.

De forma semelhante aos achados neste estudo, Ramos et al. (2019) n&o encontraram
alteracdo de linfocitos na comparacgéo entre os grupos SHAM de animais saudaveis, o controle
com tumor e o controle com o padrao metotrexato (1,5 mg/kg/dia). O extrato salino de Schinus
terebinthifolia Raddi (100 mg/ kg) e seu isolado (1 e 5 mg/kg), semelhante ao OEEF25,
também ndo tiveram alteragoes.

Apesar de aqui 0 5-FU ndo induzir linfocitose, esse efeito foi identificado no estudo de
Moura et al. (2016). De fato, a imunossupressdo ocasionada por quimioterapicos ou agentes
candidatos antitumorais é muito comum na literatura (AMARAL et al., 2016; BJORN et al.,
2020; ROLIM et al.,2017). Apesar de linfocitose observadas nos grupos OEEF50 e OEEF100,
ndo houve imunossupressao relacionada ao nimero de leucécitos totais nos grupos tratados com
o OEEF.

Como descrito previamente, as células tumorais no organismo comumente orquestam
alteracdes na hematopoiese a favor do crescimento tumoral, e/ou este efeito pode ser decorrente
da vigilancia imunoldgica para combater o cancer. Tal evento induz alteraces na produgdo de
outras células sanguineas que, a priori, ndo sao tao requisitadas ou também sdo moduladas pelo
uso de quimioterapicos (WU et al., 2020). Neste estudo, observou-se esplenomegalia no bago
de animais inoculados com S180, indicando a presenca de reatividade do 6rgdo ao tumor.
Comumente a esplenomegalia estd associada a uma reducdo na contagem de eritrocitos,
especialmente relacionada a trombocitopenia (JI et al., 2022). A este respeito e em
complemento, analisou-se também, os efeitos do OEEF quanto aos aspectos hematoldgicos

eritrocitarios dos camundongos.
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5.4.1.4 Avaliagdo dos pardmetros eritrocitarios

Pequenas alteracbes foram observadas nos parametros hematolégicos (Tabela 5). Com
relacdo ao tratamento com o OEEF50, observou-se um aumento na contagem do Volume
Corpuscular Médio (VCM) na comparacdo com o VEI (p < 0,01 ) e com o grupo tratado com
0 5-FU (p < 0,001), bem como para 0 mesmo grupo na contagem da Média Corpuscular da
Hemoglobina (HCM) na comparacdo com o CTRL (p < 0,05), com 5-FU (p < 0,001) e com 0
OEEF100 (p < 0,01); todavia, todos os grupos mantiveram os indices de HCM semelhantes ao
VEI; Nesse sentido, os indices de HCM para o OEEF se mantiveram dentro da normalidade.

Adicionalmente, uma diminui¢do na contagem de plaquetas foi observada nas maiores
doses do OEEF e também no 5-FU (p<0,0001) na comparacdo com o VEI. O OEEF100 diminui
drasticamente a contagem de plaquetas se assemelhando ao padrdo na estatistica (p>0,05), o
OEEF50 ocasionou trombocitopenia menos acentuada que o 5-FU (p<0,001) e o OEEF100
(p<0,0001). Destaca-se, o OEEF25 que ndo causou alteracdo nesse indice e foi
significativamente distinto do 5-FU e do OEEF100 (p<0,0001). A diminuicao de plaquetas nos
grupos OEEF parece se acentuar com 0 aumento das doses.

Em complemento, ndo existiu diferenca entre os grupos quanto aos parametros de
hemoglobinas (HB), eritrécito (HEM), hematocrito (HT) e concentracdo da hemoglobina

corpuscular média (CHCM).



Tabela 5 - Efeito do o6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa (OEEF) sobre parametros eritrocitarios do sangue periférico de
camundongos inoculados com tumor Sarcoma 180 (S180)

Dose HB HEM HT VCM HCM CHCM PLT
Tratamento
(mg/kg/dia)  (g/dL) (106 U/L) (%) (fL) (pg) (g/dL) (103 dL)
VEI DMSO 2% 138+01 7,7+01 429+08 525%0,7 17,8+0,2 33,1+0,5 836,2 + 38,7
CTRL DMSO 2% 13,4+02 7901 416+07 540+0,0 17,1+0,1 31,7+0,2 737,3+ 60,6
*kkk
5-FU 25 136401 80+02 417+06 52103 168+01  324+03 2990%282
730,8 +
OEEF 25 13,1+02 76+02 407+08 546+24 17,6 £0,3 32,6 £ 0,4 37 3%esss
OEEF 50 13,3+03 74+02 40111 563+11%% 185+0,6"%%&& 328+0,6 46 gffﬁi&i&&
OEEF 100 132+01 78+01 418+08 543+04 16,9+0,2 31,7+0,6 230+ 30,77

VEI: animais sem tumor tratados com veiculo. CTRL.: controle. 5-FU: 5-Fluorouracil. HB: hemoglobinas. HEM: eritrocito. HT: hematdcrito.
VCM: Volume Corpuscular Médio. HCM: Média Corpuscular da Hemoglobina. CHCM: Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média.
PLT: plaquetas. As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, n= 11. ****p < 0,001,
quando comparado ao CTRL. ##p < 0,0001; #p < 0,01 e *p < 0,05; quando comparado ao VEI. $%¥p < 0,0001; quando comparado ao 5-FU.
&&&&n < 0,0001; quando comparado ao OEEF na dose de 100mg.kg.dia.
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A trombocitopenia € um efeito colateral comumente associado ao tratamento com o0 5-
FU (ARSHAD et al., 2020; SANTOS et al., 2023). E conhecido que a diminuigio de plaquetas
pode dificultar o tratamento, pois o individuo fica suscetivel a hemorragia, todavia a maioria
das drogas antineoplasicas induzem esse efeito (ANAND et al., 2022; JI et al., 2022). Neste
estudo, o OEEF25 nédo causou trombocitopenia, 0 OEEF50 causou, entretanto, de forma menos
prejudicial do que o 5-FU; e 0 OEEF100 se assemelhou ao 5-FU.

Algumas alteracBes nos parametros eritrocitarios também foram elucidadas em
pesquisas feitas com OE de plantas, inclusive no que diz respeito aos indices de VCM. O OE
de Croton polyandrus (150 mg/kg), por exemplo, além de induzir um aumento significativo nos
indices de VCM e HCM, diminuiu a contagem de hemacias, hemoglobina e hematdcrito
(MEIRELES et al., 2016). Moura et al. (2016) observaram que o OE de Xylopia langsdorffiana
(50 mg/kg) elevou o indice de VCM, além de aumentar hematdcrito e CHCM na comparagéo
com o veiculo.

Além disso, foi relatado que o Sunitinib e outros medicamentos quimioterapicos
utilizados na clinica oncologica, tais como Imatinib e Pazopanib estdo associados a um aumento
estatisticamente significativo no VCM dos eritrocitos (RIHACEK et al., 20022). Os indices
eritrocitarios VCM, HCM e MCHC sdo usados no diagnostico de anemias, mas esse resultado
particular ndo pode ser confirmado, uma vez que somente VCM foi alterado (XAVIER et al.,
2015). Desta maneira, fica evidente que o OEEF ndo apresentou alteracfes relevantes nos

parametros eritrocitarios considerando a maioria dos agentes anticancerigenos.

5.4.1.5 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Pardmetros bioquimicos foram avaliados a fim de investigar a funcdo renal e hepatica
(Figura 19). Observou-se que houve elevacao significativa no teor de AST e diminuicdo de
ALT no grupo CTRL em comparagdo ao VEI. Relacionou-se estas alteracdes a inducgéo das
células do S180 no CTRL. A este respeito, 0 OEEF e o 5-FU apresentaram potencial para
restabelecer os indices de AST; todavia 0 mesmo n&o ocorreu com relacdo ao ALT para o OEEF
na comparagdo com o CTRL.

Especificamente para a enzima AST (Figura 19A), observou-se que 0s tratamentos com
0 5-FU e todas as doses do OEEF diminuiram a elevacdo desse indice na comparagdo com 0
CTRL. Todavia, ainda assim se mantiveram elevados em relacdo ao VEI. A diminuicdo de AST
parece se intensificar com o0 aumento das doses. Essa analise ficou evidente quando as doses do

OEEF sdo comparadas com o VEI. N&o houve diferenca estatistica na comparacdo do OEEF
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em relacdo ao 5-FU, demonstrando que eles exercem efeitos compativeis na restauragdo do
indice de AST.
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Figura 19 - Avaliacdo dos parametros bioquimicos presentes no soro sanguineo de animais,
em modelo de Sarcoma 180, tratados com 6leo essencial de folhas da Eplingiella fruticosa
(OEEF), (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 tween80 5% 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= 9.

Paraaenzima ALT (Figura 19B), verificou-se que o OEEF em todas as doses foi incapaz
de aumentar a queda desse indice induzida pelo CTRL, sendo semelhante a ele (p>0,05).
Adicionalmente, o teor de ALT nos grupos do OEEF estava baixo na comparagédo com o VEI
(p<0,001). O 5-FU, por sua vez, parece ser mais eficaz em aumentar ALT do que o OEEF;
percebe-se uma tendéncia de o 5-FU aumentar ALT. No entanto, ainda assim foi semelhante ao
CTRL.

AlteragGes dos niveis de ALT e AST tém sido comumente relatadas em estudos néo
clinicos. O nivel sérico de AST em camundongos com S180 aumentou no grupo tratado com o
extrato salino de Schinus terebinthifolia (100 mg/kg) e ALT ndo foi avaliado (RAMOS et al.,
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2019). Em contraste, Santos et al. (2023) verificaram diminuicdo de AST nos grupos 5-FU
isolado e associado ao extrato de flores de Matricaria recutita (200 mg/kg/dia). Ainda, Bastos
et al. (2018) verificaram aumento nos niveis séricos de ALT no grupo tratado com 50 mg/kg de
extrato aquoso de Punica granatum em comparagdo com o grupo tratado com solucéo salina (p
< 0,001).

As transaminases sdo enzimas fundamentais nas vias de gliconeogénese e glicélise e
existem em muitos 6rgaos e tecidos que tém altas atividades metabdlicas relacionadas. Nesse
sentido, a atividade da transaminase no sangue ¢ modificada ndo apenas no caso de uso de
medicamentos, mas também na alteracdo das condic¢des nutricionais ou hormonais, ou em caso
de doencas que interferem nesses fatores (KONTOMANOLIS et al., 2020).

Coincidentemente, foi observado que o grupo CTRL por si, perdeu peso de maneira
significativa (Figura 7), possivelmente devido a uma diminui¢do no consumo de agua e de
racao; isso pode ter afetado a atividade dessas enzimas no grupo CTRL. Além disso, as
alteragBes encontradas neste estudo ndo foram sugestivas de toxicidade hepatica induzida por

medicamento uma vez que houve elevacdo de AST e diminuicdo de ALT.

Em animais e humanos, os niveis de ALT (atividade por g de tecido) sdo maiores no
figado do que em outros 6rgaos e tecidos enquanto a atividade de AST no musculo e no coragdo
é comparavel ou superior a do figado (KOBAYASHI et al., 2020). Dessa maneira, 0 aumento
ou diminuicdo dessas enzimas deve levar em consideracao a possibilidade de lesao de qualquer
um dos 6rgaos onde reside (figado, rins, intestino, cérebro, pancreas, eritrécitos musculo
cardiaco e musculo esquelético) (KOBAYASHI et al., 2020; XAVIER et al., 2015). O musculo
esquelético € uma das provaveis fontes, devido ao trauma mecanico causado por um tumor que

invadiu a regido subaxilar.

Quando os resultados nédo séo claramente sugestivos de hepatotoxicidade, a avaliacdo
de outros marcadores como niveis de fosfatase alcalina sanguinea (ALP), lactato desidrogenase
(LDH) e bilirrubina total (T-BIL) ou histologia tecidual sdo necessarios para uma avaliacdo
mais precisa (KOBAYASHI et al., 2020). Nesse sentido, a analise histologica do 6rgdo podera
confirmar se houve toxicidade hepatica no grupo controle, bem como esclarecer os efeitos do
OEEF nos hepatocitos dos grupos avaliados.

Sugere-se que as alteraces nos niveis de ALT e AST sejam decorrentes de danos
ocasionados pelo tumor e ndo do tratamento com o OEEF. Ainda, este teve potencial de

aproximar os indices de AST alterados pelo controle, mas ndo de ALT, a normalidade.
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N&o foram observadas alteracfes nos niveis de ureia e creatinina (Figura 19C e 19D,
respectivamente), sugerindo auséncia de toxicidade renal, o que corrobora com os dados da
massa renal que nao apresentou alteracdo em nenhum grupo apoés o tratamento com o OEEF. O
aumento nos niveis sanguineos de substancias nitrogenadas como ureia e creatinina €
comumente associado a perda da funcéo renal, uma vez que essas substancias sdo excretadas
pelos rins, indicando desta maneira toxicidade renal (XAVIER et al., 2015).

Parece que a toxicidade renal € um evento raro de acontecer no tratamento com o
antineoplasico 5-FU, e também, com amostras vegetais analisadas em camundongos, uma vez
que ndo foram observadas alteracfes nos indices de ureia e creatinina em diversas pesquisas
(AMARAL et al., 2016; AMARAL et al., 2020; RAMOS et al., 2019; ROLIM et al., 2017;
SANTOs et al., 2023; XAVIER et al., 2015). Entretanto, uma diminuicdo nos niveis de
creatinina foi observada na pesquisa de Bastos et al. (2018) para o0 extrato aquoso de Punica
granatum nas doses de 25 mg/kg (p<0,001) e 50 mg/kg (p<0,01) em comparagdo ao controle
tumoral tratado com salina, todavia, com base em dados de apoio, concluiu-se que essas

diferencas estavam dentro da normalidade.

5.4.1.6 Avaliacdo histopatoldgica

Os tumores presentes nos animais do grupo CTRL, que foram apenas tratados com o
VEI (DMSO 5%), exibiram células tumorais atipicas, predominantemente redondas, ovoides e
poligonais, mas eventualmente exibindo morfologia fusiforme. As células exibiam contornos
relativamente nitidos, citoplasma abundante e eosinofilico e nicleos ora hipercromaticos, ora
com cromatina fina e dispersa. As células apresentavam pleomorfismo moderado, por vezes
assumindo morfologia notadamente grande e disforme (células gigantes tumorais (Figura 20).

Ainda, as células tumorais estavam dispostas em lencdis solidos, ora compactos e
densos, ora formando pequenos aglomerados irregulares que apresentam degeneracgéo central,
com perda da coesao celular, resultando aspecto pseudoalveolar. Em algumas areas foi possivel
observar edema tissular importante e intensa exsudacéo fibrinosa, nas quais as células tumorais
se dispunham de maneira extremamente frouxa. As areas de necrose coagulativa, formando
blocos e trabéculas irregulares em meios aos lencdis de células tumorais, eram bastante extensas
(Figura 21).

Adicionalmente, os tumores exibiam comportamento bastante invasivo, infiltrando,
dissociando o tecido hipodérmico muscular estriado esquelético e adiposo adjacente. Algumas

vezes a intensa dissociacdo e destruigdo de tecidos hipodérmicos promovia a formacdo de
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blocos irregulares de tecido adiposo e muscular remanescente em meio & massa tumoral,
conferindo aspecto pseudolobular. Além disso, a invaséo perineural foi um achado frequente,
enguanto a invasao de canais vasculares (embolizacao tumoral) foi um achado raro (Figura 22).

A atividade mitotica era intensa e figuras tipicas foram encontradas em todas as fases
do processo de mitose (profase, metafase, anédfase e telofase). Figuras atipicas foram
identificadas, embora tenham sido incomuns (Figura 23). Portanto, os tumores removidos dos
animais grupo CTRL exibiram caracteristicas histologicas que eram compativeis com a

agressividade clinica neoplasica.
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Figura 20 - Secc0es histoldgicas de tumores Sarcoma 180 de animais do grupo controle, coradas em HE, com destaque para a morfologia atipica
celular neste

(A) Células neoplasicas atipicas predominantemente fusiformes em arranjo fascicular; (B) Células neoplésicas atipicas predominantemente redondas/ovoides
e poligonais em arranjo compacto; (C) Células neoplasicas atipicas predominantemente redondas/ovoides e poligonais em arranjo frouxo (edema e exsudagdo
fibrinosa). (100x); (D e E) Células gigantes tumorais de morfologia bizarra (setas) sdo achados relativamente frequentes (400x).
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Figura 21 - Secgdes histologicas de tumores Sarcoma 180 de animais do grupo controle,
coradas em HE, com destaque nos achados de necrose presentes neste grupo

(A) Células dispostas em lengois solidos e compactos; (B) Células formando aglomerados com aspecto
pseudoalveolar (setas); (C) Células frouxamente dispostas em meio a um estroma intensamente
edemacioado e apresentando infiltracdo inflamatoria rica em neutréfilos polimorfonucleares. (400x);
(D/E e F) Extensas &reas de necrose coagulativa em meio ao parénquima de células neoplésicas aviaveis
(40,100 e 400x). Legendas: CNV — células neoplésicas aviaveis; NE — necrose;
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Figura 22 - SecgOes histologicas de tumores Sarcoma 180 de animais do grupo controle,
coradas em HE, com destaque nos achados de invas@o tumoral no tecido adiposo, muscular,
vasos linfaticos e fibras nervosas presentes neste grupo

Os achados para invasdo tumoral no tecido adiposo e muscular nos tumores do OEEF100 foram
idénticos aos do grupo CTRL e por isso ndo foram representadas. (A/B) Células neoplésicas invadindo,
dissociando e destruindo o tecido adiposo hipodérmico (100x e 400x, respectivamente); (C/D) Células
neoplésicas invadindo, dissociando e destruindo o tecido muscular estriado esquelético hipodérmico
(100x e 400x, respectivamente). (E) Células tumorais invadindo a bainha perineural de fibras nervosas
periféricas (100x). (F) Células neoplésicas invadindo a luz de canais vasculares (vénulas), formando
émbolos tumorais potencialmente metastaticos (400x). Legendas: CNV — células neoplasicas viaveis;
TA — tecido adiposo; ME — tecido muscular estriado esquelético; FNP— fibras nervosas periféricas.
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Figura 23 - Sec¢Oes histologicas de tumores Sarcoma 180 de animais do grupo controle,
coradas em HE, com destaque nas fases de mitose com e sem atipia celular (40x, 100x e 400x,
respectivamente para A, B e C)

Figuras tipicas de mitose: (1) Profase; (2) metafase; (3) anéfase e (4) tel6fase. (5) mitose atipica.

Os tumores desenvolvidos no grupo OEEF100 apresentaram caracteristicas
histopatoldgicas indistinguiveis do grupo CTRL (tratado apenas com veiculo — DMSO 5%).
Assim, as células neoplésicas se arranjaram em blocos sélidos bastante amplos, dos quais
menos de 15% do tecido excisado e processado histologicamente estava representado por tecido
adiposo maduro e, em menor escala, tecido muscular estriado esquelético, livres de neoplasia.
Os tumores exibiram bordas e margens pouco definidas.

N&do raro, o parénquima neopléasico adentrava profundamente o tecido adiposo,
formando septos irregulares de tecido conjuntivo rico em células neoplasicas que destruia o
paniculo adiposo e conferia aspecto “lobular” ao tecido remanescente (Figura 22A). No tecido
muscular estriado esquelético, as células tumorais promoviam intensa dissocia¢do e destruicdo
(Figura 22D). Quando bem visualizadas, as margens tumorais adjacentes ao tecido adiposo

hipodérmico se mostravam bastante irregulares (Figura 24).
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O grupo 5-FU formou tumores pequenos, de modo que dos espécimes excisados e
processados histologicamente, aproximadamente 50% estava representado por tecido adiposo
maduro e tecido muscular estriado esquelético, livres de neoplasia. Os tumores exibiam
margens regulares em relacdo ao tecido muscular e adiposo hipodérmico. As areas de invasao,
quando visiveis, ndo costumam ultrapassar 250 pm no tecido adjacente (Figura 24).

Os grupos OEEF25 e OEEF50 formaram tumores pequenos (embora histologicamente
maiores que o 5-FU). Do material excisado e processado, aproximadamente 40 a 45% estavam
representados por tecido adiposo e muscular marginal. Os tumores exibiram margens bem
menos regulares em relacdo ao tecido muscular e adiposo hipodérmico, muitas vezes exibindo
aspecto “festonado”. As areas de infiltracdo foram mais faceis de observar que em 5-FU, mas
bem menos abundantes que no CTRL e OEEF100, e chegaram a invadir em torno de 400 um

no tecido adiposo adjacente (Figura 25).
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Figura 24 - Seccdes histologicas de tumores Sarcoma 180 de animais tratados, coradas em HE, com destaque para margens e limites tumorais
(40x, 100x e 400x)

(A/B e C) tratamento com dleo essencial da Eplingiella fruticosa a 100 mg/kg (OEEF100): Tumores grandes, de bordos e margens pouco definidas; quando
bem visualizadas, as margens tumorais adjacentes ao tecido adiposo hipodérmico se mostravam bastante irregulares com marcante infiltracdo periférica
(Linha preta continua); Essas caracteristicas foram indistinguiveis das observadas para o0 CTRL, ndo mostradas. (D/E e F) tratamento com o 5-fluorouracil
a 25 mg/kg (5-FU): Tumores de didmetro pequeno (até 1.4 mm), exibindo margens regulares em relacdo tecido muscular e adiposo hipodérmico. As areas
de invasao, quando visiveis, ndo ultrapassam 250 um no tecido adjacente (Linha tracejada preta); a margem tumoral com o tecido adiposo é bastante regular
e bem definida (Linha preta continua) (400x). Legendas: CNV — células neoplésicas viaveis; TA — tecido adiposo; Setas negras — &reas de infiltracéo
tumoral importante no tecido adiposo; Seta branca — area de microinfiltracdo no tecido adiposo;
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Figura 25 - Secgdes histologicas de tumores Sarcoma 180 de animais tratados com 6leo essencial da Eplingiella fruticosa a 25 e 50 mg/kg,
coradas em HE, com destaque para margens e limites tumorais (40x,100x e 400x)

Os tumores dos grupos OEEF25 (A/B e C) e OEEF50 (D/E e F) se apresentaram muito semelhantes: tumores ainda pequenos (mas com didmetro maior que
2,5 mm em média) exibindo margens bem menos regulares em relacéo tecido muscular e adiposo hipodérmico, muitas vezes exibindo aspecto “festonado”.
As areas de infiltracdo sdo mais faceis de observar e chegam a invadir 400 um ou mais no tecido adiposo adjacente. Legendas: CNV — células neoplasicas
viaveis; TA — tecido adiposo; Setas negras — areas de infiltracdo tumoral importante no tecido adiposo; Setas brancas — area de microinfiltracdo no tecido
adiposo; Linhas pretas continua — margem tumoral com o tecido adiposo exibindo aspecto “festonado”.
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A invasdo ou infiltracdo tumoral perineural foi vista com facilidade e em grande
quantidade de fibras nervosas periféricas no grupo CTRL. Contrariamente, ndo foram
identificados sinais morfoldgicos de invasdo perineural nos grupos 5-FU e OEEF25. Em
OEEF50 e OEEF100 as areas de invasao perineural foram identificadas em todas as amostras,
mas esses achados focais foram bem menos evidentes que em CTRL (Figura 26).

Eventualmente foram observadas células tumorais formando émbolos ndo aderidos a
parede vascular no interior de vénulas e vasos linfaticos. Contudo, esses achados s6 foram
observados em um dos tumores do grupo CTRL, ndo tendo ocorrido nas demais neoplasias

analisadas (Figura 22F).

&’ﬁ\\z

Figura 26 - Secc¢0es histologicas de tumores Sarcoma 180 de animais submetidos a diferentes
tratamentos, coradas em HE, com destaque para Infiltracdo tumoral nas bainhas dos nervos
periféricos

(A/B) tumores do grupo controle tratados com veiculo (DMSO 5%); (C) tumores tratados com 6leo
essencial da Eplingiella fruticosa a 50 mg/kg (OEEF50); (D) tumores tratados com 6leo essencial da
Eplingiella fruticosa a 100 mg/kg (OEEF100). A invasao ou infiltracdo tumoral perineural foi vista com
facilidade e em grande quantidade de fibras nervosas periféricas no grupo CTRL. Nao foram
evidenciadas areas de invasdo perineural nos grupos 5-FU e OEEF25 (ndo mostrado). Em OEEF50 e
OEEF100 as areas de invasdo perineural foram escassas e focais. CNV — células neoplasicas viaveis;
FN — fibra nervosa.
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Desta maneira, ficou claro que os grupos tratados com o OEEF25 e OEEF50 foram
histologicamente favoraveis com relagdo ao grupo CTRL. Houve uma nitida reducéo de invasdo
perineural, ndo foram observados embolizacdo tumoral no interior de vénulas e vasos linfaticos.
Além disso, os tumores apresentaram margens mais regulares e mais bem definidas. A atipia
citoldgica variou entre leve e moderada e a atividade mitotica foi sensivelmente mais baixa que
no grupo CTRL.

Com relacédo a andlise dos outros 6rgéos (baco, coracao e figado) foi constatado que o
tratamento com o OEEF néo induziu altera¢cdes. Na maioria dos grupos analisados, observou-
se que o0 baco apresentou arquitetura morfoldgica cléssica, constituida de nddulos linfoides de
250 a 500 um em seus maiores didmetros, representando a polpa branca, e areas perinodulares
contendo uma rede de sinusoides esplénicos revestidos por células endoteliais alongadas,
sustentados por estroma de tecido conjuntivo fibroso frouxo e de aspecto delicado, constituindo
a polpa vermelha (Figura 27).

Em contraste, identificou-se atrofia da polpa branca no grupo 5-FU expressa por reducéo
consideravel dos foliculos ou nodulos linfoides (exibindo entre 50 e 250 pum). Esses achados
corroboram com os dados de leucopenia significativa no leucograma (Figura 14) e podem estar
relacionados a quadros de imunossupressao importante.

Os espécimes cardiacos exibiram caracteristicas histoldgicas similares, e compativeis
com a normalidade. As fibras musculares cardiacas estavam organizadas em grupos de feixes
constituidos por células alongadas e ramificadas que apresentam estriacGes transversais,
apresentando um ou dois nucleos localizados no centro da fibra muscular. Ndo foram
observadas alteracGes degenerativas, inflamatdrias ou necréticas em nenhum dos grupos
analisados (Figura 28).

O parénguima hepatico estava constituido por hepatécitos de formato poliédrico com
citoplasma eosinofilico discretamente granular, dispostos em placas celulares que se
direcionavam da periferia para o centro do lébulo hepatico. O espaco entre essas placas
celulares continha diminutos vasos sinusoides (capilares compostos de uma camada
descontinua de células endoteliais fenestradas) que corriam radialmente, convergindo para o
centro do l6bulo para formar a veia centro lobular. Na periferia dos l6bulos, observou-se o
espacgo porta, constituido de area de tecido conjuntivo fibroso apresentando ramos da arteria
hepatica, da veia porta, dos ductos biliares e vasos linfaticos. Desta maneira, conclui-se que 0s
espécimes hepaticos exibiram caracteristicas histoldgicas similares entre 0s grupos, e

compativeis com a normalidade (Figura 29).



Figura 27 - Seccdes histolégicas de bagos removidos de animais submetidos aos diferentes tratamentos experimentais, coradas em HE (100x)

Destaque para a polpa branca constituida de nédulos ou foliculos linfoides de didmetro variavel. Observar foliculos linfoides na maior parte da polpa branca no
grupo 5-FU. Legendas: NL — n6dulo linfoide compondo a polpa branca do bago; Nla — nddulo linfoide exibindo atrofia (atrofia da polpa branca do baco).
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Figura 28 - Secc0es histoldgicas de coragdes removidos de animais submetidos aos diferentes tratamentos experimentais, coradas em HE (400x)

Destaque para 0 miocardio com caracteristicas morfologicas usuais constituido por células musculares estriadas cardiacas com formato alongado, citoplasma
fortemente eosinofilico e discretamente granular, e nucleos claros periféricos.
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Figura 29 - Seccdes histoldgicas de figados removidos de animais submetidos aos diferentes tratamentos experimentais, coradas em HE (100x)

Destaque para o hepatdcito com caracteristicas morfoldgicas usuais constituido de citoplasma eosinofilico disposto em placas celulares que se direcionavam da
periferia para o centro do I6bulo hepatico. (*) veia centrolobular; CH — cord@es de hepatécitos em distribuicdo radial convergindo para a veia centrolobular.
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6 CONCLUSAO

A partir deste estudo, verifica-se que o 6leo essencial extraido das folhas da Eplingiella
fruticosa, além de apresentar um perfil citotdxico in vitro frente as linhagens tumorais
avaliadas, também apresentou atividade antitumoral in vivo, nas menores doses avaliadas.

E possivel que o efeito bem-sucedido de inibic&o tumoral in vivo do OEEF25 e OEEF50
seja, em especial fator, decorrente de seus constituintes majoritérios: 1,8-cineol (17,7%),
Céanfora (9,36%), p-Cariofileno (8,96 %), além de a-pineno (6,97%), B-pineno (4,72%) e 6-
Eiemene (4,62%). As menores doses do OEEF tiveram mais de 87% de inibi¢do tumoral. Em
contradicdo, ndo houve atividade antitumoral no tratamento com o OEEF100, possivelmente
devido a efeitos toxicoldgicos.

O tratamento com o OEEF teve o potencial de reverter algumas alteracfes ocasionados
no grupo CTRL (possivelmente, decorrentes de danos ocasionados pelo tumor) e além disso,
apresentou perfil toxicolégico semelhante ao 5-FU ou mais satisfatorio, a depender da dose.
Adicionalmente, 0 OEEF25 e OEEF50 foram incapazes de causar alteragcdes na massa corporal
e de Orgdos: baco, cérebro, figado e rins. Destaca-se, uma diminuicdo na massa cardiaca nos
grupos OEEF50 e OEEF100, todavia, os dados histoldgicos do coracdo foram compativeis com
padrdes de normalidade.

Dentre os efeitos adversos observados nos animais com tumor S180 submetidos aos
diferentes tratamentos, identificou se perda de massa corporal (OEEF100 e 5-FU);
trombocitopenia (OEEF50, OEEF100 e 5-FU); linfocitose (OEEF50 e OEEF100) e leucopenia
(5-FU); o OEEF25 ndo apresentou toxicidade nos camundongos em nenhum dos parametros
avaliados;

Desta maneira, conclui-se que o tratamento com as menores doses do OEEF apresentou
potencial antitumoral significativo sem evidéncias de toxicidade nos parametros avaliados para
0 OEEF25.
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ANEXOS

Anexo 1 Certificado de aprovacdo de estudo envolvendo animais para fins de pesquisa

cientifica emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal.

gn;verfi:jjade Comisséo de Etica no
ederal de Uso de Animais
Sergipe

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO ANTITUMORAL DE COMPOSTOS EXTRAIDOS DAS FOLHAS DA Eplingiella
fruticosa", protocolada sob o CEUA n® 1610191118 (p 000272), Sob a responsabilidade de Charles dos Santos Estevam e equipe;
RICARDO GUIMARAES AMARAL; ARIEL DE SOUZA GRACA; JESICA BATISTA DE SOUZA - que envolve a producao, manutencao e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) na reuniao de 15/06/2020.

We certify that the proposal "ANTI-TUMOR EVALUATION OF COMPOUNDS EXTRACTED FROM Eplingiella fruticosa LEAVES", utilizing
700 Heterogenics mice (700 males), protocol number CEUA 1610191119 (i coc272), under the responsibility of Charles dos Santos
Estevam and team; RICARDO GUIMARAES AMARAL; ARIEL DE SOUZA GRACA; JESICA BATISTA DE SOUZA - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sergipe (CEUA/UFS) in the meeting of 06/15/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 06/2020 a 06/2023 Area: Fisiologia
Origem: Biotério da Universidade Federal de Sergipe

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 6 a 8 semanas N: 700
Linhagem: swiss Peso: 20a22g

Local do experimento: Laboratério de Farmacologia da Inflamacao e Dor (LAFID), no departamento de fisiologia

Sao Cristévao, 14 de julho de 2020

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

Av. Marechal Rondan, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - S30 Cristdvao/SE - tel: 55 (79) 3194-6510 / 6511
Horério de atendimento: 22 a 6¢ das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: cepa ufs@gmail.com
CEUA N 1610191119
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Anexo 2- Material de divulgacao cientifica para a sociedade

PR&OCFIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

Titulo do trabalho:

ESTUDO DO POTENCIAL ANTITUMORAL DO OLEO

ESSENCIAL DAS FOLHAS DA Eplingiella fruticosa

Discente: Jesica Batista de Souza
Orientador: Prof. Dr. Charles dos Santos
Estevam

PROGRAMA DE PGS GRADUAGAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS http://www.posgraduacao.ufs.br/procfis

v sumisnmaens PROCFIS PR&®CFIS

5 ; DE POS. EM CIENCIAS FISIOLOGICAS
acomete e causa 6bito na populagéo a nivel

mundial.

A pesquisa com plantas medicinais tem sido
importante na busca de novos farmacos para tratar
a doenga. Mais de 60% dos medicamentos
anticincer usados atualmente séo derivados de

plantas (MANDRICH et al. 2020):

A Eplingiella frulicosa ou Alecrim do
Tabuleiro (Lamiaceae), uma planta medicinal
utilizada pela populagdo principalmente para o
alivio da dor, merece destaque na investigacao

contra o céncer, (\

Demonstrou-se que a fracdo cloroférmica obltida de suas folhas possut
propriedades antitumorais contra células de tumor S480 em camundongos (LIMA et
al, 20200. Todavia, ndo encontramos registro na literatura de atividade
Espécies vegetais da familia anticancerigena de seu dleo essencial.

Lamiaceae tém apresentado efeitos
Sendo assim, investigamos o potencial anticancerigeno do dleo essencial

iy obtido das fothas da Eplingiella fruticosa (OEEF), bem avaliamos
m«mmmmumsde wn )

| “—a
PR®CFIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS
Coletamos as folhas da planta e no laboratério extraimos o seu éleo essencial. Além
Nossos objetivos especificos consistiram em: disso. as compostos quimicos presentes no leo foram identificados.

1. Identificar os constituintes quimicos presentes no éleo
essencial das folhas do Alecrim do Tabuleiro;
2. Avaliar a citotoxicidade do dleo essencial frente a linhagens
de células tumorais humanas;

3. Avaliar se o 6leo essencial diminuia o crescimento do tumor e e e S
{80 dalcamundon gos {ransplanla das: povoado Feijio municipio de Sio Cristovao, Sergipe. [\
4. Verificar se o 6leo essencial produgzia efeitos adversos em
O OEEF foi testado em quatro tipos de

camundongos com tumor o S180;
células tumorais isoladas e também, em  CEEE——
camundongos injetados com um outro z < |
tipo de célula cancerigena (Sarcoma 180) ‘ \ f,""

que levou & formagao de um fumor neles. | 3




PROCFIS

O tratamento dos camundongos inoculados com o tumor Sarcoma 180 foi feito em
{rés dosagens do OEEF (25, 50 e 400 mg/kg) por meio de aplicacéo de injegao nos
camundongos durante sete dias.

o
-

ARERERD

Inoculagdo das l intraperitoneal
células do S180

nos camundongos.

Eutandsia dos camundongos:
‘Coleta sanguinea

*Exciséo de tumor e de
orgéos: baco, cérebro,
coracdo, figado e rins.

PROCFIS

Neste estudo, foram identificados 80 compostos no OEEF, sendo 21
considerados majoritarios, merecendo destaque 1.8-cineol (17.07%).
Céanfora (9.36%). B-Cariofileno (8.96%) e a-pineno (6.97%).

No teste contra as células humanas isoladas, verificou-se que o
OEEF diminuiu a proliferagdo celular de todos os tipos de cancer
avaliados, como cancer de célon retal, cerebral, de préstata e de
leucemia.

Surpreendentemente, o OEEF nas menores dosagens apresentou um
resultado excelente no tratamento dos camundongos doentes, pois
reduziu em mais de 87% o tamanho dos tumores.

Quando avaliamos se o OEEF produgzia efeitos prejudiciais nos
animais, verificamos que o mesmo na dosagem de 25 mg/kg foi incapaz
de piorar a saide dos camundongos com céancer. Além disso,

pela pr ca da doeng

normalizou alg d

alteragées

PROCFIS

0 estudo de toxicidade do OEEF istiu na avaliagao de posst
alteragées na massa corporal e de érgaos. além disso. realizou-se a
tagem de leucécitos e de eritrécitos pr tes no sang letado de
camundongos. Ainda a analise bioquimica do soro sanguineo e histol,
tumoral e de érgaos coletados dos dongos foi realizad
ASTAT | creatinina

hepatica Renal
Analises
bioquimicas

Sangue

Massa
corporal

Massa de 6rgaos: Analise
Baco, cérebro,
coracao, estomago,
Figado e rins
Analise histopatologica:
‘ Baco, coragao, Figado e
{ tumor

Leucocitaria
total e
diferencial

0O OEEF na dose de 25 mg/kg teve um resultado semelhante ao do
medicamento 5-Fluorouracil (25 mg/kg) quanto a redugao do tumor e,
por ora, efeitos mais satisfatorios em outros parametros.

S

Como exemplo, observamos uma queda na imunidade e perda de peso
nos camundongos tratados com o 5-FU, efeitos estes nao observados
para o tratamento com o OEEF25. [_\

Efeitos adversos foram identificados nas maiores doses do OEEF, além
disso, na dose de 100 mg/kg nao houve redugao dos tumores.
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