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RESUMO

Potencialidades biolégicas sdo muito estudadas em plantas medicinais,
principalmente no tratamento do cancer, além de ser de suma importancia para as
questdes de saude publica. O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial,
genotoxico e citotoxico de espécies de plantas do cerrado e pantanal de Mato
Grosso do Sul, Brasil. Na triagem da atividade antiproliferativa pelo método SRB, o
Oleo essencial de Matayba guianensis foi o que apresentou melhores resultados
frente a células neoplédsicas B16-F10, MCF-7 e U251, além de apresentar
citotoxicidade sobre linhagens normais. A linhagem neoplasica U251 foi também
inibida frente aos 6leos essenciais testados de Endlicheria paniculata e Siparuna
guianensis. O 0Oleo essencial de E. paniculata apresentou atividade citotdxica nas
linhagens normais 3T3 e HUVEC, assim como o 6leo essencial de Cymbopogon
citratus que apresentou atividade apenas nessas linhagens nédo tumorais. O 6leo de
S. guianensis apresentou atividade citotoxica sobre B16 e U251 e o dleo essencial
de M. guianensis apresentou os melhores resultados quanto a atividade de inibicao
total de crescimento apos 48 h de exposicdo, com inibicdo potente a linhagem
tumoral U251 e fracamente na linhagem tumoral MCF7, e a célula normal murina
3T3. O indice de seletividade foi calculado a partir da razdo das concentracfes que
inibem 50% do crescimento celular entre 3T3 e B16 mostrou que néo houve
seletividade das quatro amostras sobre a linhagem neoplasica murina, indicando
que os Oleos essenciais ndo foram seletivos para linhagem B16. Ja entre HUVEC e
MCF7 e U251, o 6leo essencial de E. paniculata apresentou melhor resultado com
seletividade tanto de carcinoma de mama quanto para glioblastoma humana.
Quanto ao teste de mutagenicidade SMART os dados encontrados nos tratamentos
feitos com os 0Oleos essenciais de C. citratus e S. guianensis indicaram que eles néo
possuem atividade toxica ou mutagénica. Portanto, com base nos resultados
encontrados, concluiu-se que o0s 0Oleos essenciais de M. guianensis e de S.
guianensis apresentaram compostos bioativos com efeito antitumoral significativo e
de melhor resultado para seletividade para células tumorais, respectivamente.
Sendo assim, podem ser consideradas como potenciais agentes anticancer com

efeitos promissores na busca de novos farmacos na terapéutica antitumoral.

Descritores: Anticarcindégenos. Testes de Mutagenicidade. Plantas medicinais.



ABSTRACT

Biological potentialities are much studied in medicinal plants, mainly in the treatment
of cancer, in addition to being of paramount importance for public health issues. The
objective of this study was to evaluate the potential, genotoxic and cytotoxic of plant
species from the Cerrado and Pantanal of Mato Grosso do Sul, Brazil. In screening
for antiproliferative activity by the SRB method, the essential oil of Matayba
guianensis was the one that showed the best results against neoplastic cells B16-
F10, MCF-7 and U251, in addition to showing cytotoxicity on normal cell lines. The
neoplastic strain U251 was also inhibited against the tested essential oils of
Endlicheria paniculata and Siparuna guianensis. The essential oil of E. paniculata
showed cytotoxic activity in the normal 3T3 and HUVEC strains, as well as the
essential oil of Cymbopogon citratus that showed activity only in these non-tumor
strains. The oil of S. guianensis showed cytotoxic activity on B16 and U251 and the
essential oil of M. guianensis showed the best results regarding the activity of total
inhibition of growth after 48 h of exposure, with potent inhibition of the tumor lineage
U251 and weakly on the lineage tumor cell MCF7, and the murine normal cell 3T3.
The selectivity index was calculated from the ratio of the concentrations that inhibit
50% of cell growth between 3T3 and B16 showed that there was no selectivity of the
four samples on the murine neoplastic lineage, indicating that the essential oils were
not selective for the B16 lineage. Between HUVEC and MCF7 and U251, the
essential oil of E. paniculata showed better results with selectivity for both breast
carcinoma and human glioblastoma. As for the SMART mutagenicity test, the data
found in the treatments made with the essential oils of C. citratus and S. guianensis
indicated that they do not have toxic or mutagenic activity. Therefore, based on the
results found, it was concluded that the essential oils of M. guianensis and S.
guianensis presented bioactive compounds with a significant antitumor effect and a
better result for selectivity for tumor cells, respectively. Therefore, they can be
considered as potential anticancer agents with promising effects in the search for

new drugs in antitumor therapy.

Descriptors: Anticarcinogens. Mutagenicity Tests. Medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

Os recursos vegetais disponiveis na natureza, h4 muito tempo, tém sido
aproveitados pelo homem, fornecendo elementos essenciais para a manutencdo da
vida humana e mesmo de todos 0s outros organismos e esses recursos podem ser
utiizados para as mais diversas finalidades, como alimentacdo, construcao,
remédios e ornamentacdo (FERREIRA, 2020). O Brasil & detentor de rica
diversidade cultural e étnica que resultou em um acumulo de conhecimentos e
tecnologias tradicionais, entre 0os quais se destacam o0 vasto acervo de
conhecimentos sobre manejo e o uso de plantas medicinais (BRASIL, 2016).

O interesse pela descoberta de extratos vegetais com diferentes atividades
biolégicas tem crescido muito e diante deste contexto, plantas que apresentam
atividades bioldgicas, tais como a atividade anti-inflamatoria e antineoplasica, sao de
grande interesse visto que a presenca de radicais livres, por exemplo, esta
associada a diversos fatores como mutacdo do DNA, oxidacdo de proteinas e
peroxidacdo lipidica que contribuem para o desenvolvimento de céancer, diabetes,
processos inflamatérios e envelhecimento (MARQUES et al., 2017).

Ferramentas metaboldmicas e quimiométricas tém desempenhado papel
importante na descoberta de compostos bioativos naturais pela exploracdo e
correlacao de perfis metabdlicos, ou como estratégias de desreplicacdo para evitar o
reisolamento de compostos conhecidos, 0 que pode garantir resultados satisfatorios
para o tratamento e cura de diversas enfermidades (CORTELO et al., 2021).

Atualmente o Ministério da Saude incentiva o uso de 71 espécies de plantas
no Sistema Unico de Saude (SUS) brasileiro para fins medicinais. Porém, o uso de
plantas com finalidade medicinal merece atencéo, pois grande parte das pesquisas
cientificas, se configuram para avaliar o potencial farmacolégico e ndo a toxicidade,
sendo que muitas comunidades do Estado de Mato Grosso do Sul fazem uso de
espécies na medicina popular como a unica forma de tratamento e controle de
diversos sintomas (MENDONGCA, 2020).

Para suprir suas necessidades de sobrevivéncia, muitos habitantes do
cerrado e pantanal sul-mato-grossense utilizam diversos vegetais que encontram no
seu cotidiano. Ao longo do tempo, isto os levou a descoberta de diversas aplicacdes
alimentares e mesmo de usos terapéuticos destas plantas, além de que tal

populacdo tem forte miscigenacdo e influéncia indigena, povos estes com grande
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importancia dentro da pesquisa medicinal (MENEZES, 2020).

Embora o Brasil apresente uma das maiores biodiversidades vegetais do
mundo, ao mesmo tempo enfrenta desafios e dificuldades de saude publica, com a
presenca de endemias e epidemias graves, como a dengue e leishmaniose.
Diversos estudos tém sido realizados para descobrir informacdes sobre a medicina
popular local, bem como a busca por plantas que tenham atividade terapéutica
eficaz e que possam ser complementares a medicina moderna (ARGENTA et al.,
2011; BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012; MELRO et al., 2020).

Nesta perspectiva, plantas que apresentam atividades biolégicas, como
antineoplasico, toxicidade e mutagenicidade, sdo de grande interesse. Segundo
Michelin et al. (2005), em paises emergentes, as doencas relacionam-se com falta
de saneamento basico, desnutricdo e dificuldade de acesso aos medicamentos,
onde os usos etnomedicinais e fitoterapicos sdo amplamente praticados. Muitas
plantas séo utilizadas para cunho medicinal, porém poucas tém acdo comprovada.

Diante desse cenario, fica evidenciada a importancia do estudo de espécies
do cerrado e pantanal como novas fontes de compostos bioativos que possam servir
como potenciais farmacos na terapéutica de diversas doencas, dentre elas o cancer.
Portanto, este trabalho teve por objetivo a avaliacdo da atividade antiproliferativa in
vitro de Oleos essenciais de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, Endlicheria
paniculata (Spreng.) J.F.Macbr, Matayba guianensis Aubl e Siparuna guianensis
Aubl., espécies tipicas do cerrado brasileiro e efeito genotdxico in vivo destes 6leos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A florado cerrado e pantanal

O Brasil apresenta rica paisagem natural em seus seis biomas: Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, sendo o Cerrado o segundo
maior bioma, com vasta diversidade de plantas (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, 2014). Com um clima seco e com chuvas sazonais, o bioma apresenta
vegetacao de terras altas com solos profundos e com 6tima drenagem, onde plantas
sdo adaptadas a essas caracteristicas, desenvolvendo assim uma producao efetiva
de metabdlitos secundarios que realizam protecado contra herbivoras e patégenos
(ROSA, 2021).

No territorio brasileiro existe uma enorme variedade de plantas. S&o mais de
46.000 espécies conhecidas de vegetais espalhadas pelos biomas (BRASIL, 2020).

O Cerrado é conhecido como savana brasileira por apresentar uma rica e
vasta diversidade quimica e biolégica com a presenca de espécies de plantas e
microrganismos que podem suportar ambientes extremos como as temperaturas
elevadas e pouca presenca de agua pelo maior periodo do tempo e sua maior parte

localizada principalmente na regido central do pais (Figura 1) (DANTAS, 2021).

Figura 1: Mapa de cobertura vegetal do Cerrado.
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Fonte: EMBRAPA, 2022.
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O cerrado apresenta uma vasta quantidade no niamero de espécie de plantas
gue se aproxima de 7.000, onde dessas aproximadamente 4.400 sdo endémicas
presentando caracteristicas medicinais, comestiveis e diversas outras finalidades
que apresentam como matérias-primas, que contém diferentes fisionomias como as
veredas (florestas de palmeiras), os cerraddes (floresta de savana), as florestas
secas, campos rupestres (campos rochosos de altitude) e areas abertas com
diferentes arvores que variam com as de campo limpo com apenas uma camada
herbacea, explicando assim a biodiversidade local (ANTAR; SANO, 2019).

O Pantanal dispde de dois tercos de sua area de abrangéncia no Brasil,
também distribuido entre a Bolivia e o Paraguai e devido a sua localizacao
fitogeografica apresenta quatro caracteristicas diferentes de dominio de vegetacao
como a “floresta amazénica (noroeste), a savana tropical do Cerrado (leste), a
savana estépica do Chaco (sudoeste) e a Mata Atlantica” Figura 2 (POTT; POTT,
2004)

Figura 2: Mapa de uso e cobertura da terra para o Bioma Pantanal.
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O Pantanal apresenta ainda caracteristicas Unicas e que faz diferenciar de
outros biomas devido a sua grande area umida de agua doce, sendo essa uma das
maiores do planeta, além de evidenciar vasta importancia na biodiversidade e
paisagens naturais, destacando assim sua importancia no cenario internacional,
conforme (MIRANDA; PARANHO FILHO, POTT, 2018).

Esse bioma apresenta varias moléculas bioativas que foram identificadas no
decorrer dos anos sendo fundamentais para diferentes estudos, apontando assim
para grandes descobertas, mas devido a sua biodiversidade rica, o Pantanal ainda
carece de investigacbes mais detalhadas onde parte dessa flora se encontra
inexplorada podendo assim apresentar grandes riquezas promissoras a fim de
corroborar com estudos e evidéncias que possam vir a desenvolver potenciais
medicinais além de comprovar os ja utilizados por comunidades locais (DE JESUS,
2020a).

2.2 Uso de plantas para fins medicinais

O uso de plantas medicinais na cura ou alivio de doencas, que para muitos
poderia parecer misticismo, feiticaria ou folclore, torna-se hoje objeto de pesquisas
cientificas com validade comprovada diante da fitoquimica e da farmacologia.
Plantas medicinais sdo definidas, desta forma, como toda e qualquer tipo de planta
gue apresente caracteristicas que visem o beneficio daquele que a utiliza para se
prevenir, recuperar e combater algo que seja maléfico ao organismo humano (LIMA;
PIRES; VIEIRA, 2014).

A utilizagdo de espécies vegetais com fins medicinais tem uma grande
importancia para o desenvolvimento de novos e modernos farmacos que possam
contribuir para 0 aumento de alternativas eficazes para tratamentos terapéuticos
(BRASIL, 2016).

E de grande importancia sua utilizagdo ndo somente como fins terapéuticos,
mas também como base de matérias-primas para o desenvolvimento de outros tipos
de compostos farmacolégicos em grande potencial (BRASIL, 2016).

Para Dluzniewski e Miller (2018) os principios ativos que sdo encontrados
nas plantas medicinais, que apresentam compostos quimicos secundarios

sintetizados por estas plantas, podem vir a apresentar acdo farmacoldgica em
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animais e humanos que visam minimizar doencas e que essa utilizacdo dependera
da dosagem utilizada, forma de preparo e outros fatores para resultar em respostas
positivas.

Em relacdo a estas substancias secundarias sintetizadas pelos vegetais
(Figura 3), estas podem estar concentradas nas raizes, rizomas, ramos, caules,
folhas, sementes ou flores que garantem a sobrevivéncia da planta, apresentando
funcdo protetora contra predadores e doencas, atracdo de polinizadores, dentre
outras fungbes (DLUZNIEWSKI; MULLER, 2018).

Figura 3: Esquema de metabolismo secundario dos vegetais.
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A Organizacao Mundial da Saude (OMS) define como planta fitoterapica, todo
vegetal que apresente acdo comprovada contra patologias, vegetais que
apresentem possibilidade de percursores de farmacos semissintéticos e que nao
apresente risco na sua utilizagao (ZARDETO-SABEC, 2019).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2014), sao
considerados remédios tradicionais fitoterapicos aqueles que sao extraidos ou
transformados em produtos cujo a matéria-prima seja de vegetais que apresentem
niveis de uso adequado e seguro comprovado por meio de pesquisas cientificas que

foram publicadas onde n&o necessariamente sejam prescritos por profissional
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meédico para utilizacdo terapéutica pelo paciente, bem como monitoramento de sua
utilizacao.

Nesta mesma perspectiva, Zeni (2017) aponta que as plantas utilizadas para
fins terapéuticos sem um acompanhamento médico sdo um potencial agravante
para saude daquele que deste produto faz uso, onde interacbes entre plantas
possam ser prejudiciais ao ser associadas a utilizacdo de medicamentos, além da
possibilidade de alteragbes em exames de cunho laboratoriais.

No decorrer da histéria muitas foram as tecnologias e avancos cientificos
criados pelo homem, bem como a degradacdo do meio natural em busca por esses
avancos, dessa forma a medicina popular praticada por varias culturas sofreram
alteracOes e muitas vezes podem nao existir mais. Todo esse processo contribui
para modificagbes que surgiram dentro de culturas, mudando assim habitos e
costumes, colocando assim em risco diversos conhecimentos em torno da utilizagéao
de plantas naturais como resposta a agravos de saude muito praticada pelas
populacdes (NETO, 2014).

A utilizacdo de meios naturais realca e preserva a cultura de determinado
local, apresenta crescente desenvolvimento socioecondmico e contribui para
preservacdo ambiental, salientando a natureza como uma responsabilidade de
preservacao e cuidado um dever de todos, visto a sua importancia imensuravel. Ao
ser utilizada por povos que a valorizam, essa preservacao se torna eficaz, pois eles
dependem de sua boa conservacao e que ela produza para lhes dar um retorno em
diferentes aspectos (PRADO, 2019).

A pratica da medicina tradicional no pais, especificamente no Cerrado de
Mato Grosso do Sul, ocorre sob forte influéncia de diferentes comunidades
tradicionais (pantaneiros, quilombolas, pescadores, indigenas, agricultores
familiares e raizeiros) a fim de buscarem, além de sua subsisténcia, tratamentos
anti-inflamatorios, anti-helminticos, e cura de enfermidades como dores abdominais,
canceres e outras (ESPIRITO SANTO; PASA; ARRIEL, 2022).

Dessa forma, a utilizacdo de espécies botanicas com importancia medicinal
se torna popular nessas regibes, como é o caso das familias Poaceae (Oryza
glumaepatula, Cymbopogon martinii), Sapindaceae (Melicoccus Ilepidopetalus,
Cardiospermum corindum), Lauraceae (Ocotea pretiosa, Laurus nobilis) e
Siparunaceae (Siparuna monogyna, Siparuna glycycarpa) (POTT; POTT,;
SOBRINHO, 2004; NETO; MORAIS, 2003; RENNER, HAUSNER, 1997).
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2.3 O cancer e os tratamentos naturais

De acordo com o INSTITUTO NACIONAL DO CANCER - INCA (2020), o
cancer abrange mais de 100 diferentes tipos de doencas malignas que evidencia
caracteristicas em comum a proliferacdo celular, que invadem diferentes tipos de
tecidos, podendo assim se espalhar nos diferentes Orgdos e as variacbes de
tipologia de canceres se da em decorréncia das diferentes células existente.

Essa patologia é a principal causa de morte e grande indice de morbidade em
varios paises, destacando-se o cancer de pulmao (2,1 milhdes) seguido pelo cancer
de mama (2,1 milhdes), colon e reto (1,8 milhdo) e prostata (1,3 milhdo)
(BERANGER et al., 2022).

Para Mello (2021), no ano 2030, segundo dados da OMS estima-se que 0
cancer vai alcancar, em todo o mundo, aproximadamente, 27 milhdes de novos
casos. No Brasil, ndo diferente, dados apontam para uma incidéncia de 580 mil
NOvos casos até a data.

Como possibilidade para o tratamento do cancer, os produtos fitoterapicos se
apresentam com grandes potenciais farmacolégicos na cultura popular,
desenvolvendo aspectos para utilizacdo com fim terapéutico, porém, estudos pré-
clinicos e clinicos devem ser sempre a primeira op¢ao para a analise das possiveis
substancias ativas de cada planta dita “medicinal”’, para que a identificacdo das
semelhancas entre 0os compostos presentes nos medicamentos convencionais,
garantindo a protecdo contra possiveis reacdes adversas (BONOW et al., 2020;
CORTELO et al., 2021).

No estado do Mato Grosso do Sul (MS) podemos encontrar diversas espécies
vegetais importantes para o combate ao cancer. Ha descricdes de plantas utilizadas
para tratamento popular contra tumores que foram passados de geragdo em
geracéo pelas diferentes culturas (OLIVEIRA; MACHADO; RODRIGUES, 2014).

Dentre as espécies encontradas no Estado é possivel a citacdo da negramina
(Siparuna guianensisl), da canela (Endlicheria paniculata), do camboatad (Matayba
guianensis) e do capim-cidreira (Cymbopogon citratus). Espécies essas que
apresentam efeitos terapéuticos conhecidos na medicina popular, no qual vém
sendo relatados em estudos desenvolvidos ao longo dos anos. Apesar disso, 0s
potenciais terapéuticos de muitas plantas medicinais ainda sao pouco conhecidos,

justificando a necessidade de pesquisas (SANTANA, 2015).
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2.4 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais (OEs) sao caracterizados como uma mistura de
substancias complexas extraidas de um espécime vegetal que apresenta diversas
propriedades. Surge como uma alternativa para o controle de doencas,
possibilitando assim a conservacédo do meio ambiente e a possibilidade de produtos
de maior qualidade no mercado (SILVA et al., 2017).

Desde a década de 30 havia relatos da utilizacdo de OEs, onde o médico
Godissart realizava atendimento com aromaterapia clinica em que, através da
utilizacdo compostos a base de OEs, tratava Ulceras, canceres de pele, necrose
tecidual e outras infec¢des de pele, cuja extracdo era através da hidrodestilacao
(Figura 4) (BRITO et al., 2013).

Figura 4: Processo de extracdo de 6leo essencial por hidrodestilacao.
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Sé&o formados por diferentes compostos que se apresentam na literatura em
diferentes classes como monoterpenos, sesquiterpenos, além de derivados
oxigenados que sao alteraveis em decorréncia do clima onde localiza a planta,
composicao do solo, forma de extracao, ciclo vegetativo, entre outros (LIMA et al.,
2019). Séao utilizados como opc¢ao alternativa contra fitopatdbgenos para o controle

de doencas fungicas, bacterianas em plantas (SILVA et al., 2017).
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Porém, estes compostos apresentam uma complexidade para
estabelecimento dessas substancias ativas como sua volatilizacdo, oxidacdo e
armazenamento, o que dificulta sua conservacéo (MACEDO et al, 2019).

A composigéo quimica dos OEs volateis pode variar entre as partes vegetais
coletadas ou até mesmo entre as espécies pois, tanto o local de cultivo, condicbes
de coleta, estabilizacdo e estocagem, além dos fatores edafocliméaticos podem
garantir alteracdes na qualidade dos 6leos (MIRANDA et al., 2016).

Além do potencial fitopatogénico, esses metabdlitos secundarios apresentam
caracteristicas medicinais descrita como potenciais antimicrobianos relacionado aos
alimentos (LIMA et al., 2019). Plantas de carater medicinal tem sido praticada em
todo mundo a milhares de anos, onde os OEs se destacam pelas propriedades
farmacoldgicas contra diversos tipos de doencas, sendo metabdlito promissor para
desenvolvimento de novas drogas (TELES et al.,, 2020), e na variedade de
atividades biolégicas com atividade anticancerigenas, antioxidantes, anti-
inflamatorias e antibacterianas (OUAKOUAK et al., 2021).

Segundo Yasir et al. (2022), parte dos OEs participam da fermentacao de
alimentos controlando crescimento de microrganismos em decorréncia de
mecanismos bactericidas com interacdes hidrofobicas com estes, coagulacdo de
proteina de membrana e desconstituicdo do potencial de membrana ocasionando
morte célula. Seus principais constituintes sao derivados terpénicos, como 0s
fenilpropanoides e 0os mono e sesquiterpenos.

Para Costa et al. (2017), a utilizacdo de OEs esta associada a sua
composicdo quimica que frequentemente séo reportados em estudos como “ricas
fontes de constituintes de natureza fendlica como importantes recursos
etnofarmacolégicos para tratar diversas doengas”.

Em seu estudo, De Sa et al. (2021) trazem que o geraniol € um alcool
monoterpénico aciclico comumente encontrado em OEs, exercendo amplo espectro
de atividades farmacoldgicas, como atividades antiulcerativa, anti-inflamatoria,
antioxidante e antitumoral, demonstrando inibir significativamente o crescimento na
linhagem celular de cancer de célon.

O Brasil € um importante produtor e comercializador de OEs para o mundo ha
décadas e, segundo Bizzo e Rezende (2022), os OEs de diversas espécies ja foram
exportados no decorrer desses anos como, por exemplo, as espécies nativas de

pau-rosa, sassafras e as exoticas, menta, laranja e eucalipto.
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Devido a esse protagonismo, o Cerrado se apresenta como um bioma

importantissimo para aquisicdo de OEs, visto que apresenta diversas plantas com

caracteristicas aromaticas e compostos promissores para pesquisa, Visto que essa

aquisicdo se d& por meio de suas raizes, cascas, folhas, frutos, sementes e

granulos (RODRIGUES et al., 2022).

Os OEs se diferem dos 6leos fixos por possuirem triacilglicerideos onde

destaca-se os terpenos que possuem classes estruturais e funcional diferentes

produzidos com base de cinco carbonos (C5) e os fenilpropandides (BORGES;

AMORIM, 2020). Sua representacdo se da pela Figura 5, onde apresenta a

constituicdo da maioria dos OEs.

Figura 5: Variedade de terpenos constituintes de 6leos essenciais.
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2.5 Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Capim-liméo)

2.5.1 Aspectos botanicos

Conhecida popularmente como capim-limdo ou erva-cidreira, pertencente a
familia Poaceae, a planta se apresenta como uma erva perene encontrada em
muitas regibes do mundo. No género Cymbopogon estd incluso mais de 30
espécies de gramineas (FARIAS et al., 2019).

Nativa da Asia, se espalhou em todo mundo e se apresenta em maior
guantidade em regifes tropicais e savana. Forma densas touceiras de até 3 m de
altura, rizomas curtos, folhas eretas, glabros planos mais de 1 m de comprimento, 5
- 15mm face superior larga e mais branca de 4 — 5 mm de comprimento
(NEGRELLE; GOMES, 2007) (Figura 6).

Figura 6: Cymbopogon citratus.
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Fonte: Rumphius, 2022.

O género Cymbopogon inclui cerca de 30 espécies de gramineas perenes
aromaticas, sendo a maioria destas nativas da regidao tropical do Velho Mundo.
Originaria da india, ocorre em todo Brasil, & beira de estradas ou cultivada,
adaptando-se muito bem ao clima quente (GOMES; NEGRELLE, 2003).

As principais indica¢fes da planta para a cultura medicinal sdo analgésicas,
antiespasmaodica, antidispéptica, hipotensora, antigripal, analgésica, ansiolitica,

antimicrobiana, anti-inflamatoria e antiproliferativa de células tumorais (FERRO;
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PEREIRA, 2018; SILVA et al., 2019), calmante, inseticida, analgésico, antitérmico e
antisséptico e isso se da em decorréncia de sua estruturacdo quimica que
apresenta acidos fendlicos, flavonoides e alcaloides (SA FILHO, 2022).

Estudos recentes apontam atividade antitumoral dos extratos contra
carcinomas de prostata, figado, ovario, célon e mama (ASSUMPCAOQO; CARVALHO;
FERNANDES, 2022; DOLGHI et al., 2021; FEITOZA; TERRA; GRASSELLI, 2021) e
OEs em outros estudos apresentam atividade citotoxica contra diferentes linhagens
celulares de gliomas, cancer de pulmao, figado (LOMBREA et al., 2020; TRANG et
al., 2020; ZHAO et al., 2022).

Utilizada na medicina tradicional e como em varios meios de preparo
alimentares e cosméticos, se caracteriza pelo aroma agradavel marcante (FARIAS
et al., 2019). Seu dleo volétil é obtido a partir de suas folhas e utilizada em fuséo
para o tratamento de alteracbes do sistema nervoso e utilizada também contra
algumas patologias como o sorotipo 1 do virus da dengue, sarampo, Herpes

simplex, virus da hepatite A e norovirus murino (CHIAMENTI et al., 2019).

2.5.2 Aspectos quimicos

A planta produz metabdlitos (OEs), que podem inibir ou retardar o
desenvolvimento celular, bem como do crescimento de microrganismos. Essas
propriedades “tornam C. citratus uma espécie potencialmente benéfica para uso na
area de cuidados da saude” (DOMINGUES; PAIVA, 2021). A analise fitoquimica de
varias partes vegetais mostra a presenca de compostos principalmente
monoterpenos e sesquiterpenos, sendo produzidos como metabdlitos secundarios e
conhecidos por suas propriedades medicinais (DE LIMA et al., 2019)

A literatura apresenta 18 constituintes para o capim-liméao, se destacando o
citronelal, B-terpineol e isopulegol, presentes em folhas secas (OLIVEIRA et al.,
2017), sendo o citral caracteristico deste 6leo, corroborando assim suas atividades
biolégicas antibacteriana, antioxidante, antifangica, antinociceptivo periférico e
central, sedativo e anti-herpético contra HSV-1 (ALMEIDA et al., 2018) (Figura 7),
muito utilizado na medicina popular através de abafamento de folhas secas por
possuir indicacdes medicinais, além da descoberta de que seu OE possui potencial
efeito sobre células leucémicas (GOMES; NEGRELLE, 2003).
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Figura 7: Compostos quimicos de maior destaque de Cymbopogon citratus.
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Fonte: Merck, 2022.

A composicdo quimica dos OEs sofre variacbes em decorréncia das
diferencas geogréaficas, porém estudos revelam que alguns componentes se
mostram inalterados como hidrocarbonetos terpenos, alcoois, cetonas, ésteres e
principalmente aldeidos (FELIPE; BICAS, 2017).

Existe ainda uma variacdo na quantidade de OE obtido da folha entre 0,28 a
1,4%, onde o valor maximo registrado foi de 3,0% obtido por hidrodestilacdo das
folhas secas. Além disso, nos isolados e substancias identificadas nas folhas e
raizes do capim-limdo, existem alcaloides, saponinas, (asistosterol, terpenos,
alcoois, cetonas, flavonoides, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico e
acucares (NEGRELLE; GOMES, 2007).

2.6 Endlicheria paniculata (Spreng.) J.F. Macbr (Canela)

2.6.1 Aspectos botanicos

A familia Lauraceae apresentam varias caracteristicas importantes para
sociedade como na construcao civil, marcenaria, perfumaria e na utilizagcdo popular

e conforme apontam estudos, uma grande variedade de atividades biolégicas, como
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atividades antitumorais, citotoxicidade e antibacteriana (FILHO; FERNANDES;
ASSIS, 2015).

Nesta familia destaca-se cerca de 50 géneros e 2500 espécies, sendo 22
géneros e cerca de 400 espécies ocorrendo no pais. Apresenta caracteristicas
complexas sendo assim dificil sua taxonomia por ter um alto nimero de espécies,
necessitando de técnicas especificas para realizacdo desta identificacdo (SOUZA,;
LORENZI, 2008).

O género Endlicheria esta localizado em um espagco conhecido como
neotropical localizado na América do Sul que se estende desde a Costa Rica até o
extremo sul das florestas costeiras do atlantico sudeste do Brasil (CHANDERBALLI,
2004).

De acordo com Alcantara et al. (2010), a E. paniculata é conhecida
popularmente como “canela”, “canela-cheirosa”, “canela-do-brejo”, “canela-frade”,
“canela-peluda”, “canela-sebo”, “canelao” e “canelinha”, a espécie tem habito
arboreo, com altura variando de 3 a 10 metros, com folhas simples, filotaxia alterna
com margens do limbo inteira e suas nervuras visiveis e apresenta cheiro

caracteristico (Figura 8).

Figura 8: Endlicheria paniculata.
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Fonte: Rumphius, 2022.
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Apresenta-se distribuida por todo pais com caracteristicas polimorficas de
importancia da familia Lauraceae, familia esta que sao importantes para producao
de OEs que apresentam grande interesse comercial, mas com baixo nimero de
estudos quimicos e farmacoldgicos (ALCANTARA et. al, 2010).

Apresenta inflorescéncia entre os meses de junho a novembro e de janeiro a
fevereiro, de forma axilar, onde as masculinas sdo maiores em comparado com as
flores femininas com pétalas estreitas. Seus frutos possuem forma epilitica, com
cupula vermelha que contrasta com fruto negro que atrai aos passaros
(WANDERLEY et al., 2003).

Estudos recentes revelam que a prospecc¢ao fitoquimica resultou em uma
diversidade de metabdlitos especializados (secundarios), como fendlicos, terpenos,
esteroides, além de apresentar neolignanas e esteroides nos extratos em hexano,

onde apresenta grande potencial de angiogénese e reparo tecidual (SOUZA, 2020).

2.6.2 Aspectos guimicos

Compostos fendlicos foram encontrados na espécie através de testes
histoquimicos e, a partir de teste com Sudan IV (corante para moléculas lipificas),
uma grande quantidade de células com lipidios também foram identificadas, bem
como substancias pécticas pelo teste de Vermelho de Ruténio (GONCALVES;
PINHEIRO; MARTINS, 2013).

Em outro estudo com folhas de E. paniculata, identificou-se trés compostos
distintos, sendo isolado o [B-sitosterol, metildesidro, dieugenol B e o eugenol B
(Figura 9), sendo entdo duas neolignanas e um fitoesterol (MACIEL et al., 2002)
sendo corroborado por estudos realizados por SOUZA (2021) que encontrou 0S
mesmos compostos e isolou e identificou o estigmasterol, o canferol e o &cido
palmitico.

Extratos dos galhos desta planta também foram avaliados em relacdo a
composicdo quimica e o potencial biolégico. A prospeccéo fitoquimica demonstrou
resultados positivos para diversos metabolitos secundarios (esteroides, terpenos e
fendlicos) e a identificacdo de 19 outros compostos (acidos graxos, ésteres,
neolignanas, fenilpropanoides, sesquiterpenos e esteroides), obervando que o

vegetal acumula neolignanas e esteroides, preferencialmente (SOUZA, 2021).
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Figura 9: Compostos quimicos de maior destaque de Endlicheria paniculata.
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Fonte: Merck, 2022.

2.7 Matayba guianensis Aublet (Cambotd)

2.7.1 Aspectos bioldgicos

Pertence a familia Sapindaceae, ordem Sapindales, ocorrendo em mais de
25 géneros e 411 espécies no Brasil (SOUZA; LORENZI, 2005).

O género Matayba ocorre em grande parte da américa desde o México até o
norte da Argentina, com 31 espécies, sendo 17 endémicas; no Brasil, se encontra
em diversas formagdes vegetacionais (BAO; LIMA; LUZ, 2014).

A M. guianensis é encontrada no cerrado e apresenta tanto porte arbustivo
como arboreo (SOUZA; LORENZI, 2005). Em sua inflorescéncia se destacam o
indumento de ambas as faces das sépalas e pétalas de apice obtuso, arredondado
ou raramente agudo, pubescentes na face abaxial, glabras na face adaxial e
margem ciliada, caracteristicas essas que a diferenciam de outras espécies. Seus
frutos variam conforme tamanho e densidade e se apresentam com tricomas curtos
e no endocarpo estes sao longos e entrelagados (BAO; LIMA; LUZ, 2014; COELHO,
2017).

Suas folhas séo dispersas em todo o seu ramo, medindo: 1,1-6,1 cm compr.,
peciolo (sub)cilindrico, subglabro a pubescente; raque 1,-21,5 cm compr.,
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(sub)cilindrica, bicanaliculada ou levemente costada, subglabra a pubescente
congestas na porcao distal do caule, apresenta foliculos alternos ou subopostos,

cilindricos a clavados e esparsamente pubescentes (COELHO, 2017) (Figura 10).

Figura 10: Matayba guianensis.

il
Fonte: Rumphius, 2022.

Esta espécie é de grande importancia biol6gica, porém apresenta baixo
crescimento ocasionando atraso em sua utilizacdo, pois serve de alimento para
diferentes espécies de formigas, utilizadas pelas abelhas e com grande arilo nas
sementes (BAO; LIMA; LUZ, 2014).

2.7.2 Aspectos quimicos

Segundo estudos realizados através de isolamento em folhas, a Matayba
apresenta 28 componentes, a maioria do tipo sesquiterpénico, e com predominancia
de hidrocarbonetos sesquiterpenos, como biciclogermacreno (antifingico),
germacreno (auxilio na polinizacdo) D e B-cariofileno, valenceno e d-cadineno
(todos com efeitos anti-inflamatério e antioxidante) (XAVIER et al., 2016; DE JESUS
et al., 2020b). A presenca de éteres diglicosideos chamados de Matayosides com
atividades anticancer, antimicrobiana, anti-inflamatoria, também foram identificados
em espécimes de M. guianensis (DE ASSIS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2021),
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bem como um sdlido amorfo, com mistura de triterpendides lupeol (ME-2) (agente
supressor de glioma) e a-amirina (ME-3) e B-amirina (ME-4), com propriedades
analgésicas e antifungicas isolados de suas raizes (PUAPAIROJ et al., 2005;
SOLDI, 2007;) (Figura 11).

Figura 11: Compostos quimicos de maior destaque de Matayba guianensis.
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Fonte: Merck, 2022.

A espécie M. guianensis apresenta grande interesse ecoldgico, uma vez que
sdo utilizadas para reflorestamento de areas degradadas e uma importante fonte de
aleloguimicos como taninos, flavonas, xantonas, chalconas, auronas, flavonais,
leucoantocianidinas e catequinas, exercendo atividade necrosante em estruturas
vegetativas de outras espécies vegetais que se desenvolvem proximas a ela
(NASCIMENTO et al., 2022).

2.8 Siparuna guianensis Aublet (Negramina)

2.8.1 Aspectos bioldgicos

Da familia Siparunaceae, o género Siparuna consiste em espécies de
arbustos e arvoretas, onde 15 espécies sdo arboreas com variacdo de 20 a 40

metros de altura, com troncos com diametros maiores que 120 cm, ocorrendo
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principalmente na Amazoénia (RENNER; HAUSNER, 2005). A Siparuna é muito
presente no hemisfério sul, amplamente distribuido nas regides tropicais e
subtropicais da América, com diversas espécies compondo a “medicina tradicional
indigena dessas regides” (SANTANA, 2015). Apesar do numero de espécies
classificadas neste género, as pesquisas quimicas e bioldgicas séo reduzidas.

O género contém aproximadamente 70 espécies, ocorrendo na Amazbnia
brasileira, estando representada por 9 espécies (Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia, 2020). Muito conhecida popularmente, € utilizada na medicina popular
como anti-inflamatoério, inseticidas, contra herpes, reumatismo e diferentes
enfermidades, porém com escassos estudos anticancer (VALENTINI; RODRIGUEZ-
ORTIZ; COELHO, 2010).

As folhas sdo usadas para dor de cabeca e reumatismo e alguns extratos sédo
usados como inseticida. Apresentam pequeno porte, variando entre 1 e 5 metros,
galhos espalhados, pouca copa. Suas folhas sé&o simples, 20 cm, com aspecto liso,
em pares alinhados, onde essas folhas apresentam cheiro forte, peciolos de 0,5 a
1,5 cm de comprimento. Suas flores sdo pequenas, de coloracdo branca, se
portando em cachos. Seus frutos sdo pequenos e redondos, se portando em cachos
junto a base da folha (Figura 12). Ao amadurecerem ficam arroxeados e expdem
sua polpa branca com suas sementes (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO,
2010).

Figura 12: Siparuna guianensis.

Fonte: Rumphius, 2022.
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2.8.2 Aspectos guimicos

Quanto ao perfil fitoquimico, observou-se existéncia de 55 terpendides, 12
alcaldides e 8 compostos fendlicos que podem ser substéncias promissoras para
estudar as possiveis aplicacdes de alguns de seus componentes como anticancer
(PORTELLA et al., 2014).

Estudos realizados por Valentini; Rodriguez-Ortiz e Coelho (2010)
apresentam que sua composicao de Oleos das folhas frescas e secas, do caule e
frutos, alteram em cada pais, até mesmo entre diferentes regiées geograficas no
mesmo pais, e dentro da mesma regido apresentando em comum o &cido caprico
(46,6%) e o 2-undecanona (31,7%).

O oOleo da fruta consiste principalmente de 2-undecanona, B-pineno e
limoneno (FIGURA 13), contabilizando quase 65% dos constituintes e em espécies
colhidas no cerrado apresentaram mais concentracdes de metilcetonas e acidos
graxos (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010).

Figura 13: Compostos quimicos de maior destaque de Siparuna guianensis.
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Fonte: Merck, 2022.

Segundo Rover (2006), a espécie ainda apresenta saponinas, alcaloides,
flavonas, flavondis, xantonas, taninos, fendis, catequinas, depsideos, depsidonas,
cumarinas, esteroides, triterpenoides e azulenos em suas folhas, e o OE apresenta
a-terpinoleno, a-bisabolol, curzerenona, espatulenol, o f-mirceno, germacreno-D e o

biciclogermacreno.
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2.9 Cultura de Células

Utilizado para manutencgdo das células vivas, o cultivo de células dispde da
conservacdo de células em laboratorio a fim de se realizar estudos (in vitro)
mantendo-as em condi¢cdes parecidas com ao do organismo originario em placas ou
frascos de carater estéreis para formulacéo de experimentos (FRESHNEY, 2005).

A possibilidade do cultivo de células imortalizadas foi possivel na década de
50 a partir de células de um adenocarcinoma uterino de Hanrietta Lacks e, desta
forma, esse tipo de técnica se popularizou nos laboratérios no mundo, garantindo
estudos cada vez mais complexos (LUCEY et al., 2009).

Metodologias para examinar culturas celulares sdo muito utilizadas e
consequentemente Uteis para a ampla gama de testes e ensaios bioldgicos
existentes na ciéncia (ALMEIDA et al., 2019). No decorrer das ultimas décadas, vem
se aprimorando e desenvolvendo novas técnicas que possam modificar o estudo
com utilizacdo de células onde, por meio destes estudos, € possivel novas
descobertas farmacoldgicas, toxicolégicas ou terapéuticas em decorréncia da
utilizacdo de processos biolégicos. Esses estudos in vitro permitem viabilidade e
agilidade no processo cientifico em busca dessas novas ferramentas
(FOLGUERAS-FLATSCHART et al., 2018).

Por meio de experimentos € possivel identificar quais os eventos que
acontecem com as linhagens celulares onde podem superar controle normal,
realizar identificacdo de bases genéticas, processos fenotipicos que estdo presente
nessa transformacéo celular, sendo assim por esses ensaios € possivel visualizar e
comparar como se da o comportamento das células neoplasicas em relacdo das
cancerosas, além de identificar esse processo de imortalizacdo e criacdo de
tumores (VILELA et al., 2003).

A cultura de células proporcionou ao mundo académico a possibilidade de
estudos em células vivas sem a necessidade de utilizacdo em modelos animais que
apresentassem resultados significativos a fim de aumentar os recursos para o
desenvolvimento da pesquisa biomédica e da biotecnologia (BOEHM; HAHN, 2004).

Linhagens celulares geradas a partir de células neoplasicas e nao
neoplasicas também sao intensamente utilizadas em estudos pré-clinicos para
desenvolver novas abordagens diagnésticas e estudar a biologia de doencas como

o cancer em condi¢Oes laboratoriais (BERZOFSKY et al., 2004).
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Sendo assim, por mais que as pesquisas tenham avancado, o conhecimento
em relacdo ao comportamento celular in vitro € de suma importancia e necessita-se
de treinamento e conhecimento técnico-cientifico para manuseé-las e possibilitar a

interpretacdo dos resultados e perfil biologico das células (FRESHNEY, 2002).

2.10 Ensaios de Citotoxicidade

Citotoxicidade se refere a toda capacidade de alguma substancia alterar o
metabolismo das células que estdo sendo cultivadas, podendo levar ou ndo a morte
celular. Desta forma, podem inibir ou mesmo diminuir a habilidade do tecido em se
renovar, gerando processos degenerativos ou até mesmo apoptoticos (HORTON;
MATHEW, 2015).

Assim, a utilizacdo de culturas celulares em ensaios de citotoxicidade se
torna alternativa na avaliacdo de toxicidade de diversos compostos que podem
auxiliar no desenvolvimento de farmacos importantes, como 0s antineoplasicos,
uma vez que inferem a atividade antiproliferativa de amostras nestas linhagens
(TRINTINAGLIA, 2015).

A caracterizacdo da citotoxicidade in vitro € uma pratica comum na avaliacéo
biolégica de produtos para a saude e fundamental para a analise inicial da
biocompatibilidade deles. Pela exposicdo de uma cultura celular a determinado
biomaterial de interesse, é possivel caracterizar reacdes adversas de citotoxicidade
resultantes (MASSON; LOMBELLO, 2016).

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relacdo aos in vivo tais como
poder limitar o nUmero de variaveis experimentais, obter dados significativos mais
facilmente além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto. Estudos com
estes métodos demonstraram que o0s testes com culturas celulares podem ser
utilizados com sucesso, pois séo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente
acessiveis para a execucdo do estudo de biocompatibilidade in vitro (ROGERO et
al., 2003).
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2.11 Ensaio SMART

O ensaio SMART é uma técnica que, de acordo com Graf et al. (1984)
garante que se determine de forma simultdnea mutagdes cromossomicas e génicas,
bem como aqueles eventos que se relacionam com recombinacdo mitética, que
pode demonstrar a contribuicdo deste Ultimo parametro para a genotoxicidade que é
induzida por farmacos, como os OEs.

As alteracbes ocorrentes no material genético através de bioensaios
laboratério demonstram uma

desenvolvidos em relacdo significativa entre

substancias genotéxicas e o0 inicio de alguns processos carcinogénicos
(VALADARES et al.,, 2010) e, desta forma, para testar a capacidade toxica e
mutagénica de OEs opta-se por usar a Drosophila melanogaster. Para detectar
mutacBes e recombinacdo somatica utiliza-se este modelo vivo, por ter como
vantagens o “curto periodo de geragdao, pequeno numero de Cromossomos,
linhagens geneticamente bem caracterizadas e apresentar um espectro de atividade

metabdlica” (Figura 14) (CARDOSO et al., 2015).

Figura 14: Ciclo de vida e cariétipo de Drosophila melanogaster.
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Fonte: Barbosa, 2020 (adaptado).

Estudos que utilizam esse inseto, possuidor de alta homologia com

organismos superiores, pode nos indicar a capacidade de substancias, como OEs,
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em danificar o material hereditario de seres humanos e/ou apresentar
caracteristicas protetoras deles (DE OLIVEIRA et al., 2019; DE LACERDA NETO et
al., 2021; ANAYA-GIL et al., 2022). Dentre as diversas metodologias desenvolvidas
com D. melanogaster, o teste SMART é uma alternativa eficiente para indicar a
ocorréncia de alteracbes no material hereditario dos organismos expostos,
provavelmente através da formacéo de danos ne DNA, ou por inducdo a formacéo
de espécies reativas de oxigénio, com quebras de fitas simples e dupla do DNA e
recombinacgdes (SANTOS, 2015).

Desta forma, um dos objetivos desta investigacdo foi avaliar a atividade
mutagénica dos OEs de C. citratus e S. guianensis por meio do teste SMART em
células de asas de D. melanogaster, uma vez que, a partir de levantamento
bibliografico, estas espécies vegetais apresentam diversos compostos quimicos

comprovadamente ativos e de interesse farmacologico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial, genotéxico e citotdéxico de espécies de plantas do cerrado
e pantanal de Mato Grosso do Sul, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro das amostras de 6leos essenciais
de Cymbopogon citratus, Endlicheria paniculata, Matayba guianensis e
Siparuna guianensis, em linhagens de células neoplasicas: melanoma murino
(B16-F10), adenocarcinoma de mama (MCF-7), glioblastoma (U251) e
adenocarcinoma renal (786-0);

b) Avaliar a citotoxicidade das amostras de 6leos essenciais de C. citratus, E.
paniculata, M. guianensis e S. guianensis, em células imortalizadas das
linhagens de células endoteliais ndo tumorais de veia umbilical humana
(HUVEC) e de fibroblasto murino (NIH-3T3);

c) Calcular o indice de seletividade (1S);

d) Determinar a atividade genotéxica dos 6leos de Cymbopogon citratus e de
Siparuna guianensis por meio do ensaio SMART in vivo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipologia da pesquisa

Tratou-se de um estudo experimental, observacional e quantitativo, no qual a
metodologia € padronizada pelo laboratério de Biologia Molecular e Culturas
Celulares da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS (MICHELETTI et
al., 2011; GARCEZ et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2011).

Foram utilizadas linhagem de células neoplasicas (B16, MCF7, U251 e 786) e
nao tumorais (HUVEC e 3T3), para a determinacdo de citotoxicidade, indice de
seletividade (HOUGHTON et al., 2007) e ensaio SMART. Todas as linhagens foram
mantidas em nitrogénio liquido. Para os testes de citotoxicidade, foram
descongeladas e crescidas em incubadora a 37°C (5% de CO2) (FRESHNEY, 2005).

4.2 Coleta e identificacdo das espécies vegetais

As espécies vegetais C. citratus, E. paniculata, S. guianensis e M. guianensis
sao individuos ainda de pouco destaque nas pesquisas que relacionam atividade
citotbxica e genotoxica, porém, apresentam algumas atividades bioldgicas ja
identificadas pela literatura (Tabela 1), que demonstram o interesse em se continuar

investigando outros potenciais biolégicos.

Tabela 1: Espécies C. citratus, E. paniculata, S. guianensis e M. guianensis e as
atividades bioldgicas ja identificadas na literatura a partir de extracbes de Oleos
essenciais.

Espécie vegetal Familia Atividade biolégica Autores
, Analgésicas, antigripal e RIS Pereira,
Cymbopogon citratus Poacea o 2018; Silva et al.,
ansiolitica
20109.
Antitumorais, _— .
, . . : - Filho; Fernandes;
Endlicheria paniculata Lauraceae citotoxicidade e .
. . Assis, 2015.
antibacteriana
Matayba guianensis Sapindaceae  Atividade pro-apoptotica ggzsglmento £t gl
Siparunaceae/ Anti-inflamatorio, Valentini;

Rodriguez-Ortiz;
Coelho, 2010.

Siparuna guianensis N~ . . .
P 9 Monimiaceae inseticidas, antiviral
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As folhas de C. citratus, E. paniculata, S. guianensis e M. guianensis foram
coletadas nos periodos e regides conforme Tabela 2. Folhas e frutos das espécies
foram encaminhados para analise de identificacdo da espécie no Laboratério de
Botanica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e as exsicatas das
espécies, sob registro n° 53328, n° 53329, n° 53330 e n° 533231, respectivamente,
foram depositadas no Herbario CGMS da UFMS.

Tabela 2: Periodos e regides de coleta das espécies Cymbopogon citratus
(Poaceae), Endlicheria paniculata (Lauraceae) Matayba guianensis (Sapindaceae) e
Siparuna guianensis (Siparunaceae)

Espécie vegetal Més/ano da coleta Regido da coleta
Cymbopogon citratus setembro e outubro de 2022 Campo Grande - MS
Endlicheria paniculata setembro e outubro de 2022 Corumba - MS
Matayba guianensis setembro e outubro de 2022 Bonito - MS
Siparuna guianensis setembro e outubro de 2022 Corumba - MS

4.3 Obtencao das amostras de 6leos essenciais

A extracdo do OE das espécies C. citratus, E. paniculata, M. guianensis e S.
guianensis foi realizada a partir de 500 g de folhas vegetais de espécimes colhidas
no Pantanal e no Cerrado de Mato Grosso do Sul, Brasil, empregando-se a técnica
de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger, conforme metodologia descrita pela
Farmacopeia Brasileira (2010). As amostras foram obtidas no Laboratério de
Pesquisa | (LP1/INQUI) da UFMS e cedidas pela Dra. Nidia Cristiane Yoshida.

Neste processo a matéria-prima (matriz vegetal), totalmente imersa em agua,
€ colocada no extrator e aquecida até a ebulicdo. A dgua e o OE formam uma
mistura homogénea, formando duas fases, o 6leo menos denso fica na parte de
cima (WOLFFENBUTTEL, 2010). Os OEs obtidos foram mantidos sob refrigeracao
(4 °C) até a analise. As amostras-teste (0,1 g/mL) foram ressuspendidas em
dimetilsulféxido (DMSO) e posteriormente diluidas em meio de cultura
(concentracgao final de DMSO a 0,4 %).
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Os OEs foram identificados como: OEEP — Oleo essencial de Endlicheria
paniculata, OESG - Oleo essencial de Siparuna guianensis, OEMG - Oleo essencial

de Matayba guianensis e OECC - Oleo essencial de Cymbopogon citratus.

4.4 Triagem da atividade antiproliferativa in vitro

Foram utilizadas para o ensaio de atividade antiproliferativa trés linhagens de
células tumorais: melanoma murino (B16-F10 - ATCC® CRL - 6322TM),
adenocarcinoma humano de mama (MCF-7 - ATCC® HTB-22TM), adenocarcinoma
renal humano (786) e glioblastoma humano (U251) e duas linhagens de células ndo
tumorais: fibroblasto murino (NIH-3T3 - ATCC® CRL-1658™) e célula endotelial de

veia umbilical humana (HUVEC).

4.5 Teste de citotoxicidade/ atividade antiproliferativa

O processo de descongelamento das linhagens foi realizado em banho-maria
a 37°C e a transferéncia das células dos criotubos foi feita para um tubo coénico de
15 mL, contendo 9 mL de meio DMEM ou RPMI com gentamicina 50 pg/mL e 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB). Este tubo foi centrifugado por 4 minutos a 1000 rpm. O
sobrenadante foi aspirado, sobrando o pellet que foi ressuspendido em 5 mL de
meio. A suspensao foi transferida para um frasco de cultura de 25 cm? e incubado a
37 °C a 5 % de CO: até formacdo de monocamada e 80% de confluéncia.

Quando o numero adequado de células para o experimento foi atingido,
aspirou-se 0 meio do frasco, restando somente as células aderidas no fundo do
frasco. As células foram desprendidas com a adicdo de 0,5mL de tripsina-EDTA
(0,25% + EDTA 1 mM) em tampéo PBS, pH 7,4. O frasco permaneceu em repouso
na incubadora entre 3 e 4 minutos até o total desprendimento das células.

A suspensdo de células foi transferida para outro tubo conico de 15 mL
contendo meio completo (meio, antibiético e SFB 10%), em um volume 3 vezes
maior do que aquele usado de tripsina (para a neutralizacéo desta). A seguir, houve

centrifugacdo por 4 minutos a 1000 rpm. Aspirou-se 0 sobrenadante, restando
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somente o pellet, que foi ressuspendido em 2 mL de meio completo, sendo a
suspensao usada no processo de contagem celular.

Para a realizagdo da contagem, foi retirada uma aliquota da suspenséo a qual
foi diluida em Trypan Blue (1:5), corante que evidencia células ndo viaveis e que séo
excluidas da contagem.

As células diluidas em meio de cultura com Trypan Blue foram contadas em
Camara de Neubauer (Hemocitdmetro), e posterior obtencédo de uma suspensao de
células com numero determinado de células depositado em cada cavidade na placa
de 96 pocos, denominadas de placa TO (tempo zero) e placa T (Teste).

A TO é uma placa onde foi feita a adicdo em triplicata da suspenséao celular de
cada linhagem e triplicata do meio de cultura. As placas foram incubadas por 24
horas para a estabilizacéo das células.

Apos o tempo determinado, a leitura da placa TO foi efetuada apds a adicéo
do corante Sulforodamina B (SRB) utilizado no teste de citotoxicidade. Na placa T,
foi realizada a adicdo em triplicata de 4 concentragdes: 0,25, 2,5, 25 e 250 pg/mL da
amostra-teste, previamente dissolvidas em DMSO e diluidas em meio completo
(sendo a menor concentracdo utilizada no teste igual a 0,25% o que nao afeta a
viabilidade celular). A placa teste contém ainda, o branco de cada concentracdo da
amostra-teste, o controle negativo (células somadas a 100 pL de meio) e controle-
positivo Doxorrubicina - DXR (0,025, 0,25, 2,5 e 25 pg/mL) (Figura 15).

Figura 15: Formula estrutural da Doxorrubicina.

H
0O O OH O, _oO

OH
NH,

Fonte: Orsolin; Nepomuceno, 2009.
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A placa teste foi entdo incubada por 48 horas e ap0s este tempo foi realizada

a leitura do teste de citotoxicidade.

a)

b)

Detalhadamente, a leitura foi precedida das seguintes etapas:

O sobrenadante das cavidades das placas foi aspirado, permanecendo
apenas as células nas cavidades. Adicionou 100 pL de acido tricloroacético
(TCA) 20% em cada cavidade, para que as células viaveis se fixem a
cavidade, e entdo, as placas sdao mantidas ao abrigo da luz em repouso por
30 minutos a 4°C,;

Em seguida o sobrenadante foi descartado e as placas lavadas em agua
corrente e depois de secas, adicionado 100 pyL de SRB 0,1% as placas por 30
minutos em temperatura ambiente.

No momento seguinte, as placas foram lavadas quatro vezes com &cido
acético 1% para retirar o excesso de corante livre. A seguir adicionou a placa
seca 100 pL de tampédo Trizma Base (10 mM, pH 10,5), para que ocorra a

solubilizagédo do corante ligado as proteinas de membrana das células.

Os experimentos foram realizados em triplicata. Calcularam-se as médias das

absorbancias descontadas de seus respectivos brancos por meio das formulas a

seguir onde T é a média da absorbéancia da célula tratada depois de 48 h; TO € o

controle das células no dia da adicdo das amostras-teste; C € o controle de célula

sem adicao das amostras-teste depois das 48h:

Se T > C, a amostra-teste estimulou o crescimento e ndo apresentou Gl;

Se T =2 TO < C, a amostra-teste foi citostatica e a formula utilizada foi: 100 x
[(T-TO)/(C-TO)];

Se T< TO, a amostra-teste foi citocida e a féormula utilizada foi: 100 x [(T-
TO)/(TO)].

Foi utilizada a curva concentracdo-resposta, para cada linhagem celular,

determinada por meio da andlise de regressao nao linear (sigmoidal fitting) usando o

software de Origin 6.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA). Trés niveis de

efeito séo calculados através da regressao sigmoidal: 1) concentracdo da amostra

teste que causa 50% de inibicdo do crescimento celular (Glso); 2) concentracdo que

causa inibicéo total do crescimento (TGI); 3) concentracédo que causa 50% de morte
celular (LCso) (MONKS et al., 1991) (Grafico 1).
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Gréfico 1. Curva dose-resposta de uma amostra teste. Valores acima de 0 indicam
efeito citostatico da amostra teste (inibicdo do crescimento celular); valores abaixo
de 0 indicam efeito citocida da amostra teste (morte celular). Glso: concentracdo que
causa 50% de inibicdo do crescimento celular; TGI: concentracdo que causa
inibicdo total do crescimento; LCso: concentracdo que causa 50% de morte celular.
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Fonte: Lima e Silva, 2018.

O resultado € obtido por absorbéancia, em leitor de microplacas no
comprimento de onda de 540 nm e a porcentagem de crescimento de cada linhagem
foi calculada em programa Excel 2003/2007, utilizando as formulas de Monks et al.
(1991), associando-se com os parametros de efeito citostatico ou citocida. A dose
que inibe 50% do crescimento celular (Glso) foi determinada no programa para
graficos e andlises de dados Origin Versdao 6.0. Amostras-teste com potente
atividade antineoplasica apresentam Glso < 30 pg/mL e sdo consideradas ativas
(ITHARAT et al., 2004).

4.6 indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) corresponde a divisdo entre o valor da Glso de
cada amostra-teste na linhagem de células normais NIH/3T3 e o valor da Glso da
amostra-teste na linhagem de células neoplasicas (IS= Glso 3T3/ Glso células
neoplasicas). Os IS dos OEs foram obtidos a partir da razdo entre os valores da

CCso (células ndo tumorais) e Clso (c€lulas tumorais), conforme a equacao:

CCs
IS = S0
Clzg
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O indice de seletividade (IS) indica quantas vezes o0 6leo € mais seletivo em
uma linhagem neoplasica em comparacdo com a normal (BOGO, 2012). O indice de
seletividade (IS) com valores maior ou igual a 2,0 é considerado significativo para
Suffness e Pezzuto (1991), e atualmente é considerado seletivo quando for maior
gue 10 conforme Indrayanto; Putra e Suhud (2021).

4.7 Ensaio para deteccao de Mutacdo e Recombinacdo Somatica — SMART

O teste SMART capta mecanismos que podem levar a perda da heterozigose.
Através de eventos genéticos, essa perda acontece e leva a homozigose das células
filha, logo € um método que pode ser utilizado em um “amplo espectro de agentes
genotdxicos, misturas complexas e particulas gasosas” (DE AMORIM, 2016).

4.7.1 Linhagens

Foram utilizadas trés linhagens de D. melanogaster, denominadas como flr3,
ORR; flr? e mwh. Tais linhagens sao portadoras de genes marcadores especificos,
localizados no cromossomo 3, que permitem monitorar eventos relacionados com
mutacao génica, aberracbes cromossémicas e recombinacdo mitética (POSSENTI,
CAMPANA FILHO; LEHMANN, 2005) - cujas caracteristicas genotipicas sao:

o flr3 - fIr3/In(BLR)TM3,ri pP sep 1(3)89Aa bx3*¢ e BdS
e ORR;flr3 - (ORR,; fIr3 /In(BLR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx3*¢ e BdS)

¢ mwh - mwh/mwh

A linhagem mwh é homozigota recessiva para o marcador mwh presente no
cromossomo 3 na regido distal em relacdo ao centrébmero (mwh, 3-0,3). O fenoétipo
do marcador mwh expressa-se com trés ou mais pelos em cada célula, diferente do
wild hair (um Unico pelo por célula).

Ja a linhagem flare-3 apresenta o marcador flr® no cromossomo 3 em uma

regido proximal ao centrémero (flr3, 3—38.9) quando comparado ao marcador mwh, e
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devido a letalidade na homozigose recessiva (flr3/flr3), € mantido em hemizigose pela
presenca do cromossomo balanceador TM3, Bds (fIr3/TM3,BdS).

Ao ser expresso, o marcador flr3 leva a formacdo de pelos mutantes que se
assemelham a uma chama de vela ou espinho de roseira. O ORR;flr3 possui 0s
cromossomos 1 e 2 de uma linha Oregon R(R) resistente ao DDT (dicloro difenil
tricloroetano), que sao responsaveis por um alto nivel constitutivo de citocromo P450
(DE MORAIS et al., 2017)

4.7.2 Cruzamento

Foram utilizados dois tipos de cruzamentos:

- Cruzamento padrdo (ST): envolvendo fémeas virgens da linhagem flr3
cruzadas com machos mwh. A progénie oriunda deste cruzamento apresenta niveis
basais de atividade enzimética e apresenta dois tipos de individuos (MH e BH).

- Cruzamento de alta bioativacdo metabdlica (HB) — machos mwh e fémeas
virgem ORR;flr 3. A linhagem ORR apresenta alto nivel constitutivo de enzimas do
tipo citocromo P(CYP)6A2, permitindo a deteccdo de pro-mutagénicos dependentes

de ativacao via citocromo P450 (Figura 16).

Figura 16: Esquema de cruzamentos padrao e de alta bioativagéo entre linhagens
de D. melanogaster e suas respectivas proles e constituicbes genéticas. Linhagem
Flare (flr3), linhagem Multiple Wing Hair (mwh), Linhagem Oregon-R Flare, (ORR-
flr3), primeiros descendentes da geracéo parental (F1).

Flare Multiple Wing Hair Oregon-R Flare
—Fve ¢ IV

| flr’/TM3, Bd* mwh/mwh | l | ORR- fIr3/TM3, Bd*

— e

Asas Asas Asas
cerradas normais cerradas

Padrao Aprimorado
m mwh fIr3* / mwh* fir3 nmls ORR (1), ORR (2); mwh fIr?3* f mwh~* fIr?
& &
mwh fir3* | TM3, Bd* carmadss  ORR (1), ORR (2); mwh fIr**/ TM3, Bd*

Fonte: Veber (2019).
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Os cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) produzem dois tipos
de progénie: (MH) marcador heterozigoto (mwh flr3*/ mwh*flr®), com asas
fenotipicamente do tipo selvagem e (BH) balanceador heterozigoto (mwh
fir3* / mwh* TM 3 BdS), com asas fenotipicamente serrilhadas.

4.7.3 Tratamento

Como observado em estudos com OEs, além da alta volatilidade, sua facil
oxidacdo pode comprometer sua persisténcia no meio, necessitando de um elevado
namero de extracBes em laboratério (FERREIRA et al., 2019), o que justifica a
utilizacdo de OEs de apenas duas espécies dentre as quatro trabalhadas neste
estudo, sendo escolhidas as espécies com mais potenciais biologicos identificados
em pesquisas anteriores: Cymbopogon citratus e Siparuna guianensis.

Os ovos das fémeas de ambos os cruzamentos foram coletados por 8 h em
frascos de vidro contendo uma camada de &gar-agar (4% p/v) coberta com uma
espessa camada de fermento de padeiro vivo suplementado com sacarose.

Trés dias depois, as larvas de terceiro instar (72 + 4h) foram retiradas das
garrafas, coletadas em uma peneira. Lotes iguais de larvas foram entdo distribuidos
em uma série de frascos preparados com 1,5 g de puré de batata em flocos e 5 mL
de diferentes concentracbes dos OEs das duas espécies vegetais, em que
controles-negativo (agua ultrapura, 1% de tween-40 e 3% de etanol) e positivo (DXR
0,125 mg/mL) foram incluidos em ambos 0s experimentos, conforme esquema:

- Grupo 1: Frascos apenas com o OE de C. citratus (OECC) nas
concentragdes de 1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL.

- Grupo 2: Frascos apenas com o OE de S. guianensis (OESG) nas
concentracgbes de 1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL.

Todos os compostos foram testados em dois experimentos independentes,
realizados a 25+ 1°C e aproximadamente 60% de umidade. As larvas se
alimentaram pelo restante de sua vida larval (~48 h), empuparam e eclodiram como
adultas apds 7 dias de tratamento. Os grupos tratados foram coletados em etanol
70%.
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4.7.4 Preparacao das laminas e analise microscopica

Apés a eclosdo as moscas foram fixadas em etanol 70% (v/v). As asas
fenotipicamente selvagens (MH) de ambos o0s cruzamentos e sexos foram
removidas, montadas em laminas de vidro com solucdo de Faure (goma arabica 30
g, glicerol 20 mL, hidrato de cloral 50 g e agua destilada 50 mL) e analisadas sob um
microscépio composto com ampliagdo de 400x. A frequéncia e o tamanho das
manchas simples e gémeas foram registrados. Clones Unicos (mwh ou flr 3) podem
resultar de recombinacdo mitética, mutacdo e aberracdo cromossémica. Manchas
gémeas (mwh e flr 3) sdo produzidos exclusivamente por recombinagdo mitética
entre o marcador proximal flr® e o0 marcador mwh ou entre o lécus flr 2 e o centrémero
do cromossomo 3.

Para cada tratamento, foram analisadas as asas dos adultos trans
heterozigotos para os marcadores recessivos mwh e flr3 em microscépio 6ptico.
Foram avaliados os compartimentos distais das asas e determinadas as secdes e 0
namero de células mutadas. A analise dos tricomas, presentes nas superficies
dorsal e ventral das asas, permitiu a identificacdo de manchas de pelos mutantes
(DE OLIVEIRA et al., 2003), classificadas como: (I) simples mwh ou flr3, quando
somente um dos marcadores se expressar; (Il) gémeas quando ambos os fenétipos

mutantes - pelos miltiplos (mwh) e com a base alargada (fIr®) - estiverem presentes.

4.8 Analise dos dados

A porcentagem de crescimento celular obtida segundo Monks et al. (1991) foi
utilizada na elaboracdo de graficos por regressdo nao linear para obtengédo da Glso
em software de andlise de dados Origin 6.0.

A analise estatistica dos dados do ensaio SMART foi feita de acordo com o
teste do X2 para proporgdes, bicaudal, com nivel de significancia p<0,05
comparando as frequéncias obtidas entre os grupos tratados e controle negativo de

cada cruzamento.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagcéo da atividade antiproliferativa in vitro

A citotoxicidade dos OEEP (Endlicheria paniculata), OESG (Siparuna
guianensis), OEMG (Matayba guianensis) e OECC (Cymbopogon citratus) foram
avaliadas nas linhagens neoplasicas MCF7, B16-F10 e U251 e células normais
NIH/3T3 e HUVEC. Como controle positivo dos experimentos foi utilizado o
quimioterapico DXR (Tabela 3 e Gréfico 2).

Tabela 3: Atividade citotdxica, valores de Glso* (Hg/mL) para 6Oleos essenciais de
Endlicheria paniculata (OEEP), Siparuna guianensis (OESG), Matayba guianensis
(OEMG) e Cymbopogon citratus (OECC) em linhagens B16-F10 (melanoma murino),
MCF7 (carcinoma de mama), U251 (glioblastoma humano), 786 (adenocarcinoma
renal), HUVEC (célula endotelial de veia umbilical humana) e NIH/3T3 (fibroblasto
murino).

Linhagens Celulares

Amostras B16-F10 MCF7 U251 786 HUVEC 373
OEEP >250 >250 2,71 >250 54,54 3,67
OESG 28,93 82,27 2,55 >250 >250 44,32
OEMG 56,24 25,11 6,15 82,89 30 33,52
OECC 67,68 >250 82,94 80,75 24,20 25,57

*Concentracdo que inibe 50% do crescimento celular foi determinada por analise de regressdo ndo-
linear utilizando Programa ORIGIN 6.0.

A atividade antitumoral dos compostos foi expressa em Glso (concentracéo
eficaz para inibir 50% do crescimento celular). Como parametro de atividade,
considera-se como potente atividade antineoplasica Glso < 30 pg/mL (ITHARAT et
al., 2004). Os compostos foram considerados inativos quando Glso > 30 pug/mL.

As amostras OEEP, OESG e OEMG foram fortemente ativas na linhagem
U251, com Glso variando de 2,55 a 6,15 pg/mL.



54

Grafico 2: Avaliacdo da atividade citotdxica com valores de Glso* (ug/mL) para 6leos
essenciais de Endlicheria paniculata (OEEP), Siparuna guianensis (OESG), Matayba
guianensis (OEMG) e Cymbopogon citratus (OECC) em linhagens B16-F10
(melanoma murino), MCF7 (carcinoma de mama), U251 (glioblastoma humano), 786
(adenocarcinoma renal), HUVEC (célula endotelial de veia umbilical humana) e
NIH/3T3 (fibroblasto murino).
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O OEEP apresentou atividade citotoxica frente a células neoplasicas U251,
com valor de Glso igual a 2,71 pg/mL. O composto foi inativo em B16-F10 e MCF7,
porém citotoxica na linhagem 373 e HUVEC.

A Figura 17 mostra a atividade antiproliferativa do OEEP sobre as linhagens
neoplasicas e normais e a representacao dos pontos relacionados as variaveis Glso,
LCso e TGI.
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FIGURA 17: Atividade antiproliferativa do OEEP (E. paniculata) em células
neoplasicas expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25; 250 pg/mL) em 48h.
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Fonte: Dados do programa Origin 6.0, 2022.

O OESG apresentou atividade citotoxica sobre a células neoplasicas B16-F10

e U251 com valor de Glso iguais a 28,93 pg/mL e 2,55 pg/mL, respectivamente.
A amostra OESG foi inativo em MCF7, HUVEC e 3T3. A Figura 18 mostra a

atividade antiproliferativa do OESG sobre as linhagens neoplasicas e normais

calculadas no programa de dados Origin 6.0.
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FIGURA 18: Atividade antiproliferativa do OESG (S. guianensis) em células
neoplasicas expostas a diferentes concentracées (0,25; 2,5; 25; 250 pg/mL) em 48h.
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Fonte: Dados do programa Origin 6.0, 2022.

O OEMG apresentou atividade antiproliferativa em todas as linhagens

testadas, sendo também citotoxicas em 3T3 e HUVEC. Foi ativa sobre as linhagens

MCF7 e U251 com valor de Glso de 25,11 pg/mL e 6,15 pg/mL respectivamente,

sendo pouco ativa frente a B16-F10, HUVEC e 3T3.

A Figura 19 mostra a atividade antiproliferativa do OEMG sobre as linhagens

neoplasicas e normais e a representacdo dos pontos relacionados as variaveis Glso,

LCso e TGI.
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FIGURA 19: Atividade antiproliferativa do OEMG (M. guianensis) em células
neoplasicas expostas a diferentes concentracées (0,25; 2,5; 25; 250 pg/mL) em 48h.
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Fonte: Dados do programa Origin 6.0, 2022.

O OECC apresentou atividade apenas frente a células ndo tumorais HUVEC e
3T3, com valores de Glso iguais a 24,20 pug/mL e 25,57 pg/mL, sendo inativo frente a
B16-F10 e MCF7, em que estes apresentam 67,68 pg/mL e 253,11 pg/mL,
respectivamente.

A Figura 20 mostra a atividade antiproliferativa do OECC sobre as linhagens
neoplasicas e normais e a representacéo dos pontos relacionados as variaveis Glso,
LCso0 e TGI.
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FIGURA 20: Atividade antiproliferativa do OECC (C. citratus) em células neoplasicas
expostas a diferentes concentracoes (0,25; 2,5; 25; 250 ug/mL) em 48h.
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Fonte: Dados do programa Origin 6.0, 2022.

A TGI expressa a inibicdo total do crescimento das linhagens celulares apés
48 h de exposicao. Os valores de TGI foram calculados por analise de regressao
nao linear usando ORIGIN (OriginLab Corporation).

Expresso como a concentracdo da amostra necessaria para TGl (ug mL™),
os OEs foram classificados como ativos quando TGI < 50 ug mL™* (DE PAIVA et al.,
2020).

Na Tabela 4 observa-se que as amostras dos OEs mais ativas foram a
OEMG que inibiram duas linhagens, uma tumoral (MCF7 TGI=26,4 uyg mL™%) e uma
ndo tumoral (3T3 TGI=46,0 ug mL™2).

O OEEP foi ativa apenas na linhagem normal de 3T3, causando inibicédo, cujo
TGl = 41,4 uyg mL™t. As demais amostras de OEs testadas ndo causaram inibicdo

total de crescimento, uma vez que todos os valores de TGI foram > 50 ug mL™,
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Tabela 4: Avaliacdo da atividade citotoxica com valores de TGl (ug mL™) para
atividade antiproliferativa de 6leos essenciais de Endlicheria paniculata (OEEP),
Siparuna guianensis (OESG), Matayba guianensis (OEMG) e Cymbopogon citratus
(OECC) em linhagens B16-F10 (melanoma murino), MCF7 (carcinoma de mama),
U251 (glioblastoma humano), 786 (adenocarcinoma renal), HUVEC (célula endotelial
de veia umbilical humana) e NIH/3T3 (fibroblasto murino).

Amostras B16-F10P MCF72 u2512 7862 HUVEC® 3134

OEEP 362,18 | 260,83 | 4,16 P 250 | 265,271 41,37F
OESG 230,31 | 240,73 | 4,02 P 250 | 796,20 | 56,80 |
OEMG 169,07 | 26,38 F 5,64 P 240,70 | 51,431 46,01 F
OECC 227,111 263,29 | 219,20 1 221,641 25,73 F 285,231

TGI: inibicdo total do crescimento ap6s 48 h de exposicéo. Os valores de TGI foram calculados por
analise de regressao nao linear usando ORIGIN 8.0 (OriginLab Corporation).

aLinhagem de célula tumoral humana.

bLinhagem de célula tumoral murina.

‘Linhagem de célula ndo tumoral humana.

dLinhagem de célula normal murina.

Critérios do CSIR: inativo (I, TGI>50 yg mL™), atividade fraca (F, 15 yg mL™ <TGI<50 pg mL™?),
atividade moderada (M, 6,25 ug mL™! <TGI<15 ug mL?) e atividade potente (P, TGI<6,25 ug mL™1).

O TGI dos OEEP, OESG, OEMG e OECC foram avaliados em duas linhagens
de células tumorais humana (MCF7 e U251) e uma nao tumoral (HUVEC); e uma
célula tumoral murina (B16-F10) e uma ndo tumoral murina (NIH/3T3), além da DXR
como controle positivo. As concentracdes para avaliagado de TGl das amostras foram
de (ug mL™1) (Gréfico 3).

Os resultados analisados indicaram que o OEEP apresentou atividade de
inibicdo potente somente na linhagem tumoral (U251, TGI=4,16 ug mL™) e
fracamente em célula normal murina (3T3, TGI=41,37 ug mL™%); o OESG apresentou
atividade de inibicdo potente somente na linhagem tumoral (U251, TGI=4,02 ug
mL™%); o OEMG inibiu de forma potente a linhagem tumoral (U251, TGI=5,64 ug
mL™1) e fracamente na linhagem tumoral (MCF7, TGI=26,38 ug mL™) e na célula
normal murina (3T3, TGI=46,01 yg mL™); o OECC apresentou atividade fraca

somente na linhagem n&o tumoral humana (HUVEC, TGI=25,73 ug mL™).
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Gréafico 3: Avaliacdo da atividade citotoxica com valores de TGl (ug mL™) para
atividade antiproliferativa de 6leos essenciais de Endlicheria paniculata (OEEP),
Siparuna guianensis (OESG), Matayba guianensis (OEMG) e Cymbopogon citratus
(OECC) em linhagens B16-F10 (melanoma murino), MCF7 (carcinoma de mama),
U251 (glioblastoma humano), 786 (adenocarcinoma renal), HUVEC (célula endotelial
de veia umbilical humana) e NIH/3T3 (fibroblasto murino).
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Dessa forma, as amostras OEEP. OESG e OEMG inibiram potentemente a
linhagem celular tumoral U251 e a amostra OEMG foi a que apresentou maior

resultado significativo. Todas as outras ndo descritas apresentaram inatividade.

5.2 indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) com valores maior ou igual a 1,0 e que 10 é
considerado significativo (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991; INDRAYANTO; PUTRA,;
SUHUD, 2021).

Os resultados de indice de seletividade (IS) dos compostos frente a linhagem
neoplasica murina esta indicadas na Tabela 5.
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Tabela 5: Valores de indice de Seletividade (IS)* para atividade de 6leos essenciais
de Endlicheria paniculata (OEEP), Siparuna guianensis (OESG), Matayba
guianensis (OEMG) e Cymbopogon citratus (OECC) em linhagens B16-F10
(melanoma murino), MCF7 (carcinoma de mama), U251 (glioblastoma humano) e
786 (adenocarcinoma renal).

Amostras B16-F10? MCF7° uU251° 786°
OEEP 0,01 0,22 0,20 0,22
OESG 1,583 8,18* 264* 1,00
OEMG 0,59 1,22 4,99* 0,36
OECC 0,38 0,09 0,29 0,30

aLinhagem de célula tumoral murina.

bLinhagem de célula tumoral humana.

*IS significativos para valores maiores ou iguais a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO,
1991) e que 10 (INDRAYANTO; PUTRA; SUHUD, 2021).

Observou-se que ndo houve seletividade das quatro amostras na linhagem
B16, pois o IS foi menor que 2,0 e que 10, indicando que os OEs néo sao seletivos
para linhagem B16.

Quanto ao IS dos OEs entre a linhagem nao tumoral HUVEC e as linhagens
neoplasicas humanas observou-se que o OEEP ndo apresentou atividade seletiva
para células testadas de MCF7 (1S=0,22), U251 (1S=0,20) e 786 (1S=0,22).

O OESG apresentou seletividade nas linhagens do estudo, com 1S=8,18 para
MCF7 e destaque para a U251, com valor de I1S=264. O OEMG apresentou atividade
seletiva para U251 (1S=4,99) e o OECC nao foi seletiva para nenhuma das

linhagens.

5.3 Ensaio SMART

O género Drosophila comporta um grupo de moscas amplamente utilizada
para as mais diferentes pesquisas genéticas, por apresentar baixo custo de
manutencdo e produzir uma numerosa quantidade de descendente viaveis

reprodutivamente por cruzamento, com mecanismos genéticos simples e comum a
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muitos animais, incluindo o homem, e facilidade na analise dos resultados
(MORATORE et al. 2009).

A frequéncia de danos genéticos induzidas pelos 6leos OECC e OESG nas
concentracoes 1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL nos dois diferentes cruzamentos (padrao e alta

bioativacdo) estdo indicados na Tabela 6.

Tabela 6: Frequéncias de manchas mutantes de Drosophila melanogaster dos
cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo metabdlica (HB) apOs tratamento
cronico em terceiro estagio larval com diferentes concentrac¢des (0,125; 0,25; 0,50
mg/mL) de 6leos essenciais de Cymbopogon citratus (OECC) e Siparuna guianensis
(OESG) e seus respectivos controles negativo (agua ultrapura) e positivo (DXR
0,125 mg/mL).

Manchas por individuo (n° de manchas) diagnéstico estatistico®  Total

Genotipos e N° de MSP MSG MG TMP Mancha
Tratamentos Ind. (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh¢
(mg/mL) (N) m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
Cruzamento ST
CN 20 0,15 (03) 0,05 (01) 0,05 (01) 0,25 (05) 5
OECC [1,25] 20 0,20 (04) - 0,00 (00) - 0,10 (02) - 0,30 (06) - 6
OECC [2,5] 20 0,25 (05) - 0,00 (00) - 0,00 (00) - 0,25 (05) - 5
OECC [5,0] 20 0,20 (04) - 0,00 (00) - 0,00 (00) - 0,20 (04) - 4
OESG [1,25] 20 0,10 (02) - 0,05 (01) - 0,00 (01) - 0,15 (03) - 3
OESG [2,5] 20 0,15 (03) - 0,05 (01) - 0,05 (01) - 0,25 (05) - 5
OESG [5,0] 20 0,10 (02) - 0,10 (02) - 0,10 (02) - 0,30 (06) - 6
Cruzamento HB
CN 20 0,15 (03) 0,10 (02) 0,05 (01) 0,30 (06) 6
OECC [1,25] 20 0,10 (02) - 0,05 (01) - 0,05 (01) - 0,20 (04) - 4
OECC [2,5] 20 0,15 (03) - 0,20 (02) - 0,00 (00) - 0,25 (05) - 5
OECC [5,0] 20 0,20 (04) - 0,15 (03) - 0,10 (02) - 0,45 (09) - 9
OESG [1,25] 20 0,20 (04) - 0,05 (01) - 0,05 (01) - 0,30 (06) - 6
OESG [2,5] 20 0,25 (05) - 0,05 (01) - 0,00 (00) - 0,30 (06) - 6
OESG [5,0] 20 0,15 (03) - 0,05 (01) - 0,00 (00) - 0,20 (04) - 4

MSP, Manchas simples pequenas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gémeas; TM,
manchas totais; OECC, 6leo essencial de Cymbopogon citratus; OESG, 6leo essencial de Siparuna
guianensis; CN, Controle Negativo. Cruzamento ST e HB: mwh/fIr®

aDiagnoéstico estatistico de acordo com Frei e Wurgler (1988): -, negativo; m, fator de
multiplicag&o para a avaliagéo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a
=b =0,05.

bIncluindo manchas simples flr3 raras.

¢Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Neste estudo, a atividade mutagénica dos OEs de Cymbopogon citratus
(OECC) e Siparuna guianensis (OESG) foi avaliada in vivo através dos testes
SMART, ambos em células somaticas de D. melanogaster. As concentracdes
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analisadas no presente estudo (1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL) foram selecionadas com
base em testes preliminares de sobrevivéncia em D. melanogaster.

A porcentagem de moscas adultas nascidas ap0s o tratamento com trés
diferentes concentracdes (1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL) de cada um dos OEs (OECC e
OESG) foi calculado em funcdo do numero de moscas adultas nascidas apos o
tratamento das larvas.

Os dados encontrados nos tratamentos feitos com os OECC e OESG nos
descendentes dos cruzamentos ST e HB, indicam que 0sS mesmos, nas
concentracfes avaliadas, ndo possuem atividade toxica. Este parametro foi avaliado
para o controle negativo (agua ultrapura), onde a taxa de sobrevivéncia foi de 80%.

A andlise microscépica das asas de 20 individuos (10 machos e 10 fémeas)
de cada tratamento com as diferentes concentracbes de OECC e OESG e
respectivos controles, descendentes do cruzamento padrdo (ST) e do cruzamento
de alta capacidade de ativacdo metabdlica (HB), mostrou que as frequéncias de
manchas mutantes simples pequenas (MSP), manchas simples grandes (MSG),
manchas gémeas (MG) e o total de manchas (TM) observadas nos tratamentos com
as diferentes concentracbes (1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL) de OECC e OESG, foram
estatisticamente ndo significativas quando comparadas as frequéncias obtidas em
seus respectivos controles negativos (agua ultrapura), tanto no cruzamento ST
quanto HB.

Uma vez observados os efeitos com presenca do controle positivo DXR
(0,125 mg/mL) e do negativo (agua ultrapura) é possivel afirmar que os resultados
obtidos com as diferentes concentragdes dos 6leos OECC e OESG sdao legitimos e
nao deficiéncia ou falha da metodologia empregada.

Nos resultados observados nos descendentes do cruzamento ST, tratados
com as trés concentracdes das diferentes amostras, verificou-se que o controle
negativo apresentou uma frequéncia de manchas mutantes por individuo de 0,25,
enquanto os grupos tratados apresentaram frequéncia de mutacgdes variando de
0,15 a 0,30. Resultado similar foi observado com os descentes do cruzamento HB,
as frequéncias de mutacdes nos grupos tratados variaram de 0,20 a 0,45, enquanto
a observada no controle negativo foi de 0,30.

A frequéncia de manchas mutantes nos individuos resultantes dos
cruzamentos ST e HB, nos grupos tratados com os OECC e OESG, nao diferem

estatisticamente do controle negativo (p<0,05), n&do apresentando atividade
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mutagénica de acado direta ou indireta, 0 que foi observado respectivamente nos
descendentes do cruzamento ST, 0s quais apresentam niveis basais da enzima
citocromo P450, e nos descendentes HB 0s quais apresentam altos niveis dessa

enzima de metabolizacdo de xenobidticos.

5.3.1 Genotoxicidade — Oleo essencial de Cymbopogon citratus (OECC)

Estatisticamente o0s tratamentos ndo ofereceram papel mutagénico
significativo, porém foi possivel observar o surgimento de manchas ou a supressao
do aparecimento delas, nas diferentes concentracdes utilizadas, conforme

representado nos Grafico 4 e 5.

Gréfico 4: Frequéncias de manchas mutantes de D. melanogaster dos cruzamentos
padrao (ST) a partir do tratamento com o OECC (C. citratus).
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No cruzamento padrdo (ST - fémeas virgens da linhagem flr® cruzadas com
machos mwh) os resultados obtidos indicam que na concentracdo de 1,25 mg/mL o
OECC aumentou a frequéncia de manchas simples pequenas (MSP) e de manchas
gémeas (MG), assim como no total de manchas (TM), quando comparado ao
controle negativo; porém ndo de manchas grandes (MSG).
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Na concentracdo de 2,5 mg/mL houve aumento de MSP ao comparar com 0
controle negativo, enquanto se manteve estavel quanto ao TM. Ao observar a
concentracédo de 5,0 mg/mL pode-se notar que houve aumento de MSP, enquanto
TM diminuiu quando comparado ao controle negativo.

Gréfico 5: Frequéncias de manchas mutantes de D. melanogaster dos cruzamentos
de alta bioativacao (HB) a partir do tratamento com o OECC (C. citratus).
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No cruzamento de alta bioativacdo metabdlica (HB - machos mwh e
virgem ORR;flr 3) os resultados obtidos indicam que na concentragéo de 1,25 mg/mL
o0 OECC foi capaz de diminuir a frequéncia de MSP e de MG, assim como em TM
guando comparado ao controle negativo.

Na concentracao de 2,5 mg/mL ndo houve diferencas quanto a MSP e MSG
ao comparar com o controle negativo, enquanto o TM diminuiu quando comparado
ao controle negativo.

Ao observar a concentracao de 5,0 mg/mL pode-se notar que houve aumento
de MSP, MSG e MG, resultando num aumento de TM quando comparado ao

controle negativo.
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5.3.2 Genotoxicidade — Oleo essencial de Siparuna guianensis (OESG)

Os cruzamentos e tratamentos utilizando OESG também ndo ofereceram
papel mutagénico estatisticamente significativo, porém observou-se padrdes de
surgimento e/ou supressdo no aparecimento de manchas, nas diferentes

concentracdes utilizadas, conforme representado nos Grafico 6 e 7.

Grafico 6: Frequéncias de manchas mutantes de D. melanogaster dos cruzamentos
padréao (ST) a partir do tratamento com o OESG (S. guianensis).
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No cruzamento padrdo (ST) os resultados obtidos indicam que a
concentracdo de 1,25 mg/mL o OESG foi capaz de diminuir a frequéncia de MSP e
de TM, guando comparado ao controle negativo.

Na concentracdo de 2,5 mg/mL houve aumento de MG ao comparar com 0
controle negativo, enquanto se manteve estavel quanto ao TM. Ao observar a
concentracdo de 5,0 mg/mL pode-se notar que houve diminuicdo de MSP, aumento
de MSG, MG e de TM quando comparado ao controle negativo.

No cruzamento de alta bioativagdo metabdlica (HB) os resultados obtidos
indicam que na concentracdo de 1,25 mg/mL o OECC foi capaz de aumentar a
frequéncia de MSP enquanto diminuiu em MSG, mantendo estavel em MG e TM
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gquando comparado ao controle negativo. Na concentracdo de 2,5 mg/mL houve
aumento de MSP, enquanto houve diminuicdo de MSG e MG, mantendo estavel o
TM quando comparado ao controle negativo.

Ao observar a concentragdo de 5,0 mg/mL pode-se notar que houve
estabilidade quanto a MSP, diminuicio em MSP, de MG e de TM quando

comparado ao controle negativo.

Grafico 7: Frequéncias de manchas mutantes de D. melanogaster dos cruzamentos
de alta bioativacdo (HB) a partir do tratamento com o OESG (S. guianensis).
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6 DISCUSSAO

6.1 Avaliag&o da atividade antiproliferativa in vitro e seletividade

6.1.1 Oleo essencial - Endlicheria paniculata

As espécies utilizadas neste estudo sdo comumente utilizadas pela medicina
popular do cerrado e pantanal brasileiros, porém estas espécies até 0 momento ndo
foram estudadas quanto a sua atividade antieoplasica, tdo pouco do género em
questao, Endlicheria, sendo entéo utilizadas bases comparativas para tal discussao
agueles estudos realizados com outras espécies e géneros da mesma familia
vegetal, a familia Lauraceae.

Conforme analisado neste trabalho, o0 OEEP apresentou atividade citotoxica
frente a U251 (célula neoplasica). Porém, foram inativas em todas as demais
linhagens celulares.

Dantas et al., (2022) estudaram o OE das folhas de outra espécie da mesma
familia Lauraceae (Ocotea minarum) e apresentaram resultados parecidos com o
presente estudo, uma vez suas plantas também ndo apresentaram propriedade
citotoxica, mutagénica ou toxicidade na grande maioria das linhagens testadas.

Em um estudo realizado com cascas e folhas da espécie Alseodaphne
semecarpifolia da mesma familia Lauraceae cultivada na india (solo argiloso e
impermeavel), Chethankumara et al. (2021) apontaram atividade seletivamente
toxica B16-F10 e apresentando baixa toxicidade para células normais.

Ao comparar com os resultados da E. paniculata tipica em solos de cerrado
pode-se inferir que a seletividade para algumas linhagens pode depender dos
metabalitos produzidos pelas espécies, uma vez que o solo e o ambiente em torno
da planta podem influenciar na qualidade dos compostos produzidos (DE MORAIS,
2017).

O valor de Glso de OEEP foi de 2,71 pg/mL para linhagem U251. Unlu et al.
(2010) relatam atividade anticancerigena de OEs da casca de Cinnamomum
zeylanicum (Lauraceae) com valores de Glso inferiores a 20 yg/mL para duas
linhagens celulares (H-Ras - 5RP7 e fibroblastos embrionérias — F2408), indicando
gue o OE da E. paniculata é cerca de 10 vezes mais ativo que OE da casca de C.

zeylanicum.
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Lillo et al. (2021) ao estudarem metabdlitos secundarios do extrato de fruto e
da folha do Persea lingue também da familia Lauraceae, observou-se que os OEs
obtidos garantiram, através dos compostos lipidicos abacatefuranos e acetogeninas,
a morte celular em células Jurkat e Katsumi-1 (linhagem de leucemia de linfcitos T)
em diferentes ensaios e nao altera significativamente células normais, sendo este
um resultado importante para a sua potencialidade terapéutica, o que corrobora com
0s resultados encontrados neste trabalho, onde os OEs de E. paniculata
(Lauraceae) foram citotoxicos a célula neopléasica (U251) e inativas em linhagens

normais.

6.1.2 Oleo essencial - Siparuna guianensis

Estudos relacionados a espécie e ao género da planta Siparuna guianensis
sdo escassas, sendo necessaria a utilizacdo de artigos envolvendo a familia
botanica Siparunaceae.

Neste estudo, o0 OESG apresentou atividade citotdxica sobre B16-F10 e U251
e inatividade para células normais. Cavalieri et al. (2011) ao pesquisar a-bisabolol,
que é um pequeno alcool sesquiterpénico oleoso presente na S. guianensis,
verificou, através de ensaios com extratos etandlicos, a inibicdo de crescimento
celular em células neoplasicas como melanoma, adenocarcinoma de mama, figado,
carcinoma pulmonar, cancer pancreatico e leucemia. Outro estudo com OE desta
mesma espeécie também apresentou acdo citotoxica frente as células leucémicas
(SILVA, 2020).

Segundo Andrade (2013), estudos realizados com OE de folhas da Siparuna
grandiflora apresentaram atividade citotoxica in vitro em células MCF-7 (IGso de 3,16
pMg/mL), além da identificagcdo de germacrona, germacreno B, cadineno, trans-(3-
elemenona e B-elemeno, elementos estes também presentes em Siparuna
guianensis, que apresentou IGso semelhante a este estudo para B16-F10 e U251
(IGs0=28 e 1Gs0=2,55, respectivamente). Além destes resultados, o autor ainda
aponta atividade citotéxica em células RAW 264.7 (macrofagos de rato) a partir dos
extratos etandlicos das folhas de S. guianensis.

Os OEs extraidos de folhas de S. guianensis contém [-mirceno (13,14%),

germacreno-D (8,68%) e biciclogermacreno (16,71%), sendo este ultimo ja descrito
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na literatura como um sesquiterpeno que apresenta acao citotoxica (GRECCO et al.,
2015), o que pode justificar a positividade para atividade citotoxica sobre duas das
trés linhagens tumorais (B16-F10 e U251) testadas neste presente estudo.

Para Goncalves et al. (2012), o OE de S. tortuosum apresentam também
efeitos citotoxicos e estdo relacionados com a presenga dos compostos a e [3-
pineno, compostos estes presentes na S. guianensis, corroborando assim com o
descrito neste estudo.

Perés et al. (2009) apontaram em seus estudos que OE de P.
gaudichaudianum (Siparunaceae) apontaram efeitos citotoxicos para linhagens
normais, contendo neste OE compostos sesquiterpenos, que sdo descritos na
literatura como inibidores principalmente de linhagens de células tumorais atraves de
mecanismo de acdo potencialmente alelopéaticos (DA SILVA et al., 2009) e, apés
levantamento bibliografico, identificou-se que a S. guianensis apresenta diversos
compostos sesquiterpenos, o que auxilia a justificar sua alta atividade antineoplasica
no presente estudo, porém, ndo citotoxica para linhagens normais. Quanto a
linhagem normal, a S. guianensis nao foi citotoxica para 3T3 (IGso= 44,3 ug/mL) e
HUVEC (IGso= 673 pg/mL), enquanto a espécie P. gaudichaudianum foi citotoxica
(Glso=2 pg/mL) em célula V79 (fibroblastos de pulm&o de hamster chinés).

O OE de S. guianensis apresentou seletividade para as linhagens MCF7 e
U251, indicando assim ser mais seletiva para células neoplasicas do que para as
normais. Em sua investigacéo, Espifia (2015) identificou pirimidobenzimidazéis como
compostos com efeito antitumoral também seletivo para MCF-7 e, desta forma,
indica que moléculas isoladas seletivas se tornam promissoras para futuros estudos
in vivo, uma vez que quando o composto € seletivo para linhagem neoplasica e que
nao afete linhagem normal, a situacdo se torna ideal na busca para os esquemas
guimioterapicos. Para Delgado et al. (2020) moléculas seletivas indicam ser estaveis
frente a tipos de linhagens celulares especificas, o que justifica o financiamento de

mais pesquisas para estes compostos.
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6.1.3 Oleo essencial - Matayba guianensis

Poucos estudos com a espécie em questdo foram encontrados na literatura,
por tanto, artigos que trazem estudos realizados com outras espécies e géneros da
mesma familia vegetal, a familia Sapindaceae, foram utilizados para esta discussao.

Estudos realizados por Zandonai (2007) com extratos de cascas de Matayba
elaeagnoides (200 pg/mL) demonstraram a presenca de éteres diglicosideos
(chamados matayosides), assim como encontrada em M. guianensis
(BHATTACHARYYA et al.,, 2017), em que este composto apresenta atividade
bioldgica antimicrobiana e de supresséo no crescimento celular através da ativacao
da via apoptética intrinseca e também interrompendo o ciclo celular em G1,
semelhante ao encontrado no presente estudo, onde o OE apresentou atividade
antiproliferativa em todas as linhagens testadas nesta pesquisa.

PATO (2003) observou que compostos encontrados em extratos de folhas de
M. elaegnoides, como o lupeol, pode ter acédo de inibicdo de migracdo de algumas
células inflamatdrias. A M. guianensis, segundo Bhattacharyya et al. (2017), também
apresenta triterpendide lupeol, que de acordo com estudos se mostrou um
importante agente supressor de células neoplasicas de cabeca e pescoco
(SALEEM, 2009), corroborando com a inibicéo total de crescimento de duas das trés
linhagens testadas no presente estudo.

O OEMG apresentou atividade antiproliferativa em todas as linhagens
testadas nesta pesquisa, e citotoxicas sobre 3T3 e HUVEC. Em estudos realizados
com OEs de folhas de Paullinia pinnata e Dissotis multiflora, plantas da mesma
familia Sapindaceae, em células Vero (linhagem celular normal derivada do rim do
macaco verde africano Chlorocebus aethiops) verificou-se atividade citotoxica da
primeira, enquanto da segunda ndo houveram resultados significativos, nao
apontando efeito genotoxico (AFAGNIGNI et al., 2020) porém, conforme a literatura,
deve-se ter cautela em sua utilizacdo, visto que a P. pinnata pode ocasionar
problemas com toxicidade corroborando com os resultados do presente estudo onde
a M. guianensis apresentou toxicidade para células normais (HUVEC Gls0=30
pg/mL e 3T3 Gls0=33,5 pg/mL).

O OEMG se apresentou citotoxico frente a células normais (3T3 e HUVEC)
neste estudo, o que é discordado por Zhang et al. (2016) em que em seu trabalho,

realizado na China, com OE de M. guianensis ndo houve atividade citotéxica
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(Gls0=50 pg/mL) para células normais REC-293 (célula de rim de embrido humano)
pelo método MTT. Tal diferenca entre os resultados comparados pode ser explicada
pela diferenga de linhagens testadas e sobretudo pelo tipo de solo onde houve o
cultivo da espécie.

De acordo com Vasconcelos Silva et al. (1999), a composicdo quimica e o
rendimento de OE variam durante o dia, sendo influenciado pela luz e favorecido em
condi¢Bes de maiores estresses hidricos, o que € caracteristico do bioma cerrado,
em que a demanda hidrica € menor quando comparada com os solos cultivaveis
chineses, indicando que a poténcia do OE da espécie nativa do cerrado brasileiro é

maior que do outro pais em discussao.

6.1.4 Oleo essencial - Cymbopogon citratus

Os compostos alfa e beta-citral da C. citratus, j& foram descritos na literatura
com propriedades antitumorais através de estudos in vitro com atividade
antineoplasica em linhagens neoplasicas colorretais, através de doses elevadas de
OE, assim como diminuicdo de confluéncia celular, inducdo apoptética e efeito
migratorio em células de céancer colorretal (DOLGHI et al., 2021; RUVINOV et al.,
2019).

Da mesma forma, em um estudo in vivo com Lactuta sativa, Souza; Silva e
Viccini (2010) identificaram que, ao se utilizar concentracbes cada vez mais
elevadas de extratos aquosos de C. citratus (5, 10, 20 e 30 mg/mL), houve reducéo
de indice mitético, de percentual de germinacdo das sementes e até mesmo de
desenvolvimento radicular da espécie. Extratos aquosos de C. citratus foram
também usados em ensaios biolégicos in vivo sobre protozoarios Plasmodium,
parasita da maléaria, cujo efeito mitodepressivo do extrato também se mostrou
presente, sendo este efeito diminuido conforme reduzia-se as concentracdes dos
extratos (WILLIAMS; OMOH, 1996).

Rojas-Armas et al. (2020) apontaram que o OE de C. citratus apresentou
citotoxicidade em células de cancer de mama (MCF-7), de préstata (PC-3) e
glioblastoma humano (SF-767), relacionando tal atividade citotoxica ao composto
quimico citral, muito caracteristico deste 0leo, onde este desempenha alta atividade
biolégica antiproliferacdo (ALMEIDA et al., 2018).
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Ao comparar com os resultados deste presente estudo, onde o OE foi inativo
frente a B16-F10 e MCF7, pode-se inferir que as espécies cultivadas nas altas
altitudes do Peru e nas diferentes sazonalidades locais no estudo de Rojas-Armas
et al. (2020) podem produzir compostos alterados quando comparadas com as
espécies cultivadas a nivel do mar, como o que ocorre no cerrado e pantanal.

De acordo com Gobbo-Neto; Lopes (2007), fatores como desenvolvimento e
sazonalidade; indice pluviométrico e sazonalidade; temperatura e altitude podem
influir no metabolismo secundério, assim como as baixas temperaturas classicas de
paises altos, tém influéncias significantes nos niveis de metabdlitos secundarios.

Valarini; Frighetto e Spadotto (1996) mostraram em seu estudo com
suspensao de OE de C. citratus a presenca de efeitos inibitérios e até inibicéo total
mitotica de sementes de Digitaria horizontalis, Sorghum halepense, Bidens pilosa,
Euphorbia heterophylla e Raphanus raphanistrum.

Em seu estudo, Suaeyun et al. (1997) ja traziam que o tratamento com C.
citratus poderia ser, no futuro, protetivo contra canceres, uma vez que se observou a
inibicdo significativamente a formacdo de criptas cancerosas, tanto no estagio de
iniciacdo quanto no estagio de promoc¢do, na mucosa colénica e na camada
muscular de célon de cobaias. Logo, esses resultados sugerem que C. citratus pode
inibir a proliferacéo celular.

Ruvinov et al. (2019) citam que a espécie C. citratus € um potencial agente
anticancer quando utilizado sozinho ou em associagdo com quimioterapicos, nao
alterando assim a sua atividade. Em estudos in vivo realizados em camundongos,
0s polissacarideos possibilitam inibicdo de tumor e estimulador de secrec¢éo de IL-2,
IL-6, IL-12 e TNF-a, porém quando realizado in vitro ndo apresentam citotoxicidade
direta (BAO et al., 2014), resultados estes que corroboram com o encontrado nesta

presente pesquisa.

6.2 Ensaio SMART

6.2.1 Genotoxicidade — Oleo essencial de Cymbopogon citratus (OECC)

Os ensaios citogenéticos vém sendo realizados em decorréncia da grande

possibilidade na avaliagdo de genotoxicidade em condi¢des in vitro e in vivo. Com
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isso € possivel avaliar o indice mitdtico, formacédo de micronucleos e aberracdes
cromossOmicas, usados para quantificar parametros citogenéticos para a analise
citotéxica e genotoxica (PUGLIESI et al., 2007).

Nos cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo metabdlica (HB), nos
tratamentos feitos com o OE de C. citratus neste presente estudo, os resultados
obtidos indicam que ndo houve atividade toxica, possivelmente por conta das baixas
concentracOes de OEs utilizadas neste estudo (1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL).

Johnson et al, (2021) demonstraram que C. citratus se torna
consideravelmente téxica quando estd e alta concentracdo para Drosophila
melanogaster. Em seu ensaio, 0s autores expuseram as moscas a 100 e 200 mg/mL
do extrato de folha da planta por 3 h e esta exposi¢cdo reduziu significativamente a
taxa de sobrevivéncia das moscas durante todo o periodo de exposi¢ao.

Ao comparar estes resultados com os resultados deste presente estudo, em
gue a taxa de sobrevivéncia das moscas foi de 80% durante o tratamento com a
concentracdo maxima de 5,0 mg/mL de OE de C. citratus, observa-se que, ao modo
gue a concentracdo de extrato ou de OE aumenta, a capacidade mutagénica e
inibitéria aumenta em paralelo.

Nosso estudo indica que nas concentracfes testadas, houve atividade
inibitéria apenas em células ndo neoplasicas e, ao mesmo tempo, ndo mutagénicas
para D. melanogaster, demonstrando a necessidade de estudos posteriores que
regulem a concentracdo adequada para inibir células neoplasicas e ndo ser
genotdxica em ensaios in vivo.

O citral € um componente importante presente no perfil quimico da C. citratus,
com propriedades antitumorais e indutoras apoptoéticas (DOLGHI et al., 2021;
RUVINOV et al., 2019) também foi testado quanto a genotoxicidade com OE de
Lippia alba, espécie vegetal que também apresenta tal composto, frente a
bactéria Escherichia coli, e ndo apresentou efeitos genotoxicos, e sim
antigenotoxicos, com efeito protetivo frente as células bacterianas (LOPES;
STASHENKO; FUENTES, 2011).

Em outros testes de mutagenicidade, como o de micronlucleo de
camundongo, o citral, em suspensdo aquosa (60 mg/kg de peso corporal, por via
oral) inibiu significativamente a formacao de microndcleos, que seriam induzidos por
compostos mutagénicos, novamente indicando seu potencial de protecdo genética

(RABBANI et al., 2006), corroborando com o presente estudo, em que o0 composto



75

citral encontrado no OE ndo gerou mutagenicidade em células de D. melanogaster
e, possivelmente, garantiu protecao genética.

Fuentes et al. (2006) também investigaram as atividades antigenotoxicas de
extratos de C. citratus contra a acdo de raios gama sobre células ndo tumorais
humanas, sendo identificada tal atividade contra os raios quando as células foram
pré-tratadas com estes extratos, sugerindo uma possivel acdo protetora
antigenotoxica através de mecanismos sequestradores de radicais livres.

Por meio dos extratos etandlicos e aquosos € possivel realizar a extracdo de
constituintes e metabdlitos secundarios, responsaveis estes por possibilitar as acdes
bioldgicas dos vegetais. Estes constituintes sao influenciados por diferentes fatores
como solo e clima (SILVA et al., 2021).

Ruiz et al. (1996) indicam que, a partir de extratos aquosos e etandlicos de C.
citratus, ndo houve toxicidade em testes sobre Aspergillus, bem como
genotoxicidade, havendo, porém, atividade antimutagénica relacionada a compostos
quimicos como citral e beta-mirceno, um componente sesquiterpénico do OE.
Inclusive, testes de mutagenicidade in vitro indicam fortemente que, assim como o
citral, o beta-mirceno ndo € uma substancia genotdxica e sim protetora genética
(ZAMITH et al., 1993).

Estudos da acdo dos extratos e OEs de C. citratus sobre outros vegetais
também foram realizados. Em uma pesquisa com Lactuta sativa, observou-se que
extratos etanodlicos, apenas em concentracdo muito alta (30 mg/mL), de C. citratus
induziram, além de morte celular radicular, aberracbes cromossémicas, com
‘migracdo atrasada dos cromossomos, pontes cromossémicas, quebras
cromossbmicas, viscosidade cromossdémica, desvio polar e micronucleo” (SOUSA;
SILVA; VICCINI, 2010).

Akinboro e Bakare (2007) observaram que extratos aquosos de C. citratus
testados sobre a espécie Allium cepa também apresentou efeitos mitodepressivos
na divisdo celular e distdrbios do fuso mitético induzidos e, desta forma, os
resultados sugerem atividade inibitoria e mitodepressiva em altas concentracdes (50
pg/mL). Desta forma, tais estudos demonstram a importancia em se conhecer as
concentracdes efetivas tanto para efeitos genotoxicos quanto antigenotoxicos.

Poucos sdo os estudos relacionados a C. citratus e ensaios de

mutagenicidade em D. melanogaster, porém, a capacidade mutagénica de extratos
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etandlicos em outros seres vivos, como em ensaios microbiolégicos, se mostrou
negativa em concentracfes baixas (GILBERT; ALVES; FAVORETO, 2022).

Vinitketkumnuen et al. (1994) analisaram o potencial mutagénico de extrato
etandlico da espécie sobre a bactéria Salmonella e ndo foram encontradas
alteracdes genéticas. No mesmo estudo, 0s autores induziram mutacdes nestas
cepas e verificou-se propriedades antimutagénicas nesta planta, reforcando a C.
citratus como protetora de alteracbes genéticas, excetuando quando em altas
concentracoes.

Como ja citado, a capacidade inibitéria de metabdlitos vegetais pode variar
conforme as condicbes ambientais do cultivo vegetal, tratamento, concentracdo e
tipo de composto testado, sejam extratos ou OEs.

Neste estudo, a concentracdo baixa testada de OE de C. citratus pode ter
desempenhado um papel biolégico timido, o que auxiliara outros estudos a

delimitarem as melhores concentracdes para resultados mais satisfatérios.

6.2.2 Genotoxicidade — Oleo essencial de Siparuna guianensis (OESG)

Nos cruzamentos padrédo (ST) e de alta bioativacdo metabdlica (HB) com o
OE de S. guianensis, os resultados obtidos indicam auséncia de atividade toxica,
também possivelmente por conta das baixas concentracfes de OEs utilizadas nesta
pesquisa. Apesar da grande utilizacdo S. guianensis na medicina tradicional, ndo ha
muitos estudos disponiveis que comprovem a eficdcia dos extratos desta planta
guanto a mutagenicidade ou antimutagenicidade. Thomé et al. (2012) realizaram
estudos com extratos hidroalcéolicos da planta (entre 0,68 e 10,90 mg placa?) e sua
acdo mutagénica sobre células ndo tumorais néo foi identificada, bem como outras
ativacoes metabdlicas. Os estudos envolvendo a mosca D. melanogaster e os
compostos de S. guianensis sdo muito escassos, sendo este um estudo pioneiro
com dados inéditos de citotoxicidade e mutagenicidade.

Estudos paralelos que envolvam a familia Siparunaceae e a espécie S.
guianensis demonstrou que, pesquisas acerca de um sesquiterpeno muito presente
no OE das espécies que compdem esse grupo, garantiu resultados promissores
sobre a agao biolégica que o grupo pode desempenhar. O a-bisabolol é um

composto amplamente encontrado nos OEs de S. guianensis e, ap0s um ensaio
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biologico com OE desta planta contra carrapatos da espécie Rhipicephalus
microplus, Diniz (2014) indicou que a presenca de inibicdo de crescimento sobre o
aracnideo, especificamente em larvas e fémeas, foi significativa, demonstrando a
alta atividade deletéria do OE.

Neste presente estudo, os resultados obtidos indicam que a concentracao de
5,0 mg/mL (a mais alta do experimento) influenciou, mesmo que timidamente, no
aumento de manchas simples grandes; manchas gémeas; manchas totais, o que
pode ser relacionado com a presenca do a-bisabolol, composto que, de acordo com
Amaral et al (2021), tem a capacidade de inibicdo de producdo de Oxido nitrico, de
prostaglandinas e a reducdo na expressdo de uma série de genes ainda nao
totalmente descritos.

Em seu estudo com a espécie Peumus boldus, da mesma familia da S.
guianensis, Carmona et al. (2017) analisaram que a capacidade mutagénica de
diferentes concentracdes de extratos aquosos dessa espécie (entre 2,28 e 9,12
mg/ml) n&o induziu significativamente efeitos mutagénicos em D. melanogaster. No
entanto, mostrou uma diminuicdo de manchas mutantes em células somaticas de D.
melanogaster, indicando efeitos desmutagénicos. Segundo os resultados expostos
pelos autores, os efeitos antimutagénicos apresentados podem ser resultados dos
diferentes compostos fitoquimicos presentes na familia e que possuem potencial
antioxidante, como flavonoides, sesquiterpenos e antiocianinas.

Corroborando com estudos que indicam atividade biol6gica para OE de S.
guianensis, Ferreira et al. (2017) em seu ensaio com duas mariposas (Galleria
mellonella e Achroia grisella), observaram que 0,08 ug/mL de OE de S. guianensis
foram suficientes para que houvesse atividades repelentes contra as larvas e adultos
das duas espécies, representando uma ferramenta desejavel para substituir 0 uso
de inseticidas sintéticos.

Assim, indicios de que minimas concentracfes de OE de S. guianensis sdo
suficientes para garantir alteracdes celulares e/ou moleculares distorcem dos
resultados encontrados em C. citratus, em que atividades biolégicas, como a
mutagénica ou antimutagénica, demandam de altas concentracbes para se
manifestarem.

Outro estudo envolvendo insetos e que podem auxiliar na compreensao da
atividade dos OEs de S. guianensis, foi executado por Ferreira et al. (2019), onde os

autores observaram que o OE também afeta a atividade larvicida de Aedes aegypti,
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identificando que quanto maior a proporcdo de OE utilizado no ensaio, maior a
atividade larvicida sobre este inseto e, com baixas concentracbes de OE no meio,
ainda assim havera atividade mitodepressiva e dessa forma, a utilizacdo de
S. guianensis se torna uma potencial promissora alternativa de controle larvicida e
controle bioldgico.

A atividade inseticida sobre duas populacbes de lagartas (Spodoptera
frugiperda e Anticarsia gemmatalis) relacionada & S. guianensis também foi
encontrada no estudo de Lourenco et al. (2018). Desta vez, a atividade larvicida foi
associada com necrose e efeitos apoptoticos revelados por ensaios in vitro com
linhas celulares destas lepiddpteras. Segundo os autores, “déficits na reproducao
(dissuaséo da postura e diminuigdo da viabilidade dos ovos), desenvolvimento larval
(inibicdo da alimentacdo) e locomocgédo (atividades de caminhada de larvas
individuais e em grupo)” foram registradas quando expostos ao OE da espécie.
Assim, de forma semelhante aos estudos ja apresentados nesta discusséo, a S.
guianensis se representa uma ferramenta de manejo promissora contra as principais
pragas de lepidopteros.

A capacidade mutagénica e/ou inibitérios em ensaios microbiol6gicos também
foi analisada em alguns trabalhos. De acordo com Andrade (2013) os OEs de S.
guianensis apresentaram efeito inibitério para as bactérias, ou nenhuma inibicéo,
principalmente quando testadas com bactérias Gram-negativas. J4 quando testados
com fungos (Aspergillus e Penicillunm), os OEs apresentaram efeito inibit6rio
satisfatorio, sendo sempre mais sensiveis ao OE de S. guianensis do que de outra
espécie estuda em paralelo (Cinnamodendron dinisii) (ANDRADE, 2013).

Ensaios realizados com outras espécies da familia Siparunaceae frente a D.
melanogaster apresentaram resultados importantes quando se analisa efeito
mutagénico e antimutagénico. Em seu estudo, Pina (2016), ao analisar extratos
etanolicos de folhas e caule de Siparuna poeppigii em concentragdo de 50 pg/mL,
registrou resultados importantes quanto aos ensaios de genotoxicidade e
mutagenicidade uma vez que, apesar de produzir uma inibicdo de apenas 25%, o0s
extratos apresentaram Clso de 12,41 pg/mL, sendo considerada ativa para ensaio de
atividade antiplasmaodica. Segundo a literatura, estudos realizados com espécies do
mesmo género apresentaram resultados pouco consideraveis em relacdo a
citotoxicidade, diferenciando-se do OE de S. guianensis, que apresentou resultados

significativos, sendo considerado citotoxico.
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7 CONCLUSAO

Na triagem da atividade antiproliferativa pelo método SRB, o 6leo essencial
de Matayba guianensis (OEMG) foi o que apresentou melhores resultados frente a
células neoplasicas B16-F10, MCF-7 e U251, além de apresentar citotoxicidade
sobre linhagens normais. A linhagem neoplasica U251 foi também inibida frente aos
Oleos essenciais testados de Endlicheria paniculata e Siparuna guianensis, com
GI50 variando de 2.55 a 6.15 pg/mL.

O dleo essencial de Endlicheria paniculata apresentou atividade citotoxica nas
linhagens normais 3T3 e HUVEC, assim como o 6leo essencial de Cymbopogon
citratus que apresentou atividade apenas nessas linhagens ndo tumorais.

O dleo essencial de Matayba guianensis apresentou os melhores resultados
guanto a atividade de inibicdo total de crescimento apds 48 h de exposicdo, com
inibicdo potente a linhagem tumoral U251 e fracamente na linhagem tumoral MCF7,
e a célula normal murina 3T3.

O IS foi calculado a partir da razao das Glso entre 3T3 e B16 mostrou que nao
houve seletividade das quatro amostras sobre a linhagem neoplasica murina,
indicando que os 6leos essenciais ndo foram seletivos para linhagem B16. Ja entre
HUVEC e MCF7 e U251, o dleo essencial de Endlicheria paniculata apresentou
melhor resultado com seletividade tanto de carcinoma de mama quanto para
glioblastoma humana.

Quanto ao ensaio SMART os dados encontrados nos tratamentos feitos com
0s Oleos essenciais de Cymbopogon citratus e Siparuna guianensis indicaram que
0S mesmos, nas concentracdes avaliadas de 1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL, ndo possuem
atividade toxica ou mutagénica, uma vez que taxa de sobrevivéncia das larvas e
moscas foi de 80%. A andlise microscopica das asas de individuos adultos mostrou
gue as frequéncias de manchas mutantes foram estatisticamente ndo significativas.

Portanto, com base nos resultados encontrados, concluiu-se que os 6leos
essenciais de Matayba guianensis e de Siparuna guianensis apresentaram-se como
potenciais fontes de compostos bioativos com efeito antitumoral significativo e de
melhor resultado para seletividade para células tumorais, respectivamente. Sendo
assim, podem ser consideradas como potenciais agentes anticancer com efeitos

promissores e essenciais na busca de novos farmacos na terapéutica antitumoral.
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