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Desejo
Desejo primeiro que vocé ame,
E que amando, também seja amado.

E que se ndo for, seja breve em esquecer.

E que esquecendo, ndo guarde magoa.
Desegjo, pois, que néo seja assim,
Mas se for, saiba ser sem

desesperar.

Desejo também que tenha amigos,
Que mesmo maus e inconsequentes,
Sejam corajosos e fiéis,
E que pelo menos num deles
Vocé possa confiar sem duvidar.

E porque a vida é assim,

Desejo ainda que vocé tenha inimigos.
Nem muitos, nem poucos,
Mas na medida exata para que, algumas vezes, Vocé
se interpele a respeito de suas proprias certezas. E
que entre eles, haja pelo menos um que seja justo,

para que vocé néo se sinta demasiado seguro.

Desejo depois que vocé seja util,
mas n&o é insubstituivel.
E que nos maus momentos,
Quando nao restar mais nada, essa utilidade

seja suficiente para manter vocé de pé.

Desejo ainda que vocé seja tolerante,
N&o com os que erram pouco, porque isso é facil,
Mas com os que erram muito e irremediavelmente,
E que fazendo bom uso dessa

tolerancia, vocé sirva de exemplo aos outros.



Desejo que vocé, sendo jovem,
N&o amadurega depressa demais,
E que sendo maduro,
né&o insista em rejuvenescer
E que sendo velho,
néo se dedique ao desespero.
Porque cada idade tem o seu prazer e a sua dor e

E preciso deixar que eles escorram por entre nos.

Desejo por sinal que vocé seja triste,
Nao o ano todo, mas apenas um dia.
Mas que nesse dia descubra
Que o riso diario é bom,
O riso habitual é insosso

e o riso constante é insano.

Desejo que vocé descubra,
Com o maximo de urgéncia,
Acima e a respeito de tudo,
que existem oprimidos, Injusticados e infelizes,

e que estdo a sua volta.

Desejo ainda que vocé afague um gato,
Alimente um cuco e ouga o jodo-de-barro
Erguer triunfante o seu canto matinal porque,

assim, vocé se sentira bem por nada.

Desejo também que vocé plante uma semente,
Por mais mintscula que seja,
E acompanhe o seu crescimento,
Para que vocé saiba de quantas

Muitas vidas é feita uma arvore.

Desejo, outrossim, que vocé tenha dinheiro,

porque é preciso ser pratico.



E que pelo menos uma vez por ano
coloque um pouco dele
Na sua frente e diga ;Isso é meu;, S6 para que

fique bem claro quem é o dono de quem.

Desejo também que nenhum de seus afetos morra,
Por ele e por vocé,
mas que se morrer,

vocé possa chorar sem se lamentar e sofrer sem se culpar.

Desejo por fim que vocé sendo homem,
Tenha uma boa mulher,
E que sendo mulher,
Tenha um bom homem
E que se amem hoje, amanhéa e nos dias
seguintes,
E quando estiverem exaustos e
sorridentes, ainda haja amor para recomecgar.
E se tudo isso acontecer,

Né&o tenho mais nada a te desejar.

Victor Hugo



RESUMO

A Campomanesia adamantium, € uma espécie nativa do Cerrado brasileiro.
Conhecida como fonte natural de compostos fendlicos, possui promissoras
atividades biolégicas. O objetivo do estudo foi avaliar a atividade in vitro do d6leo
essencial das folhas da guavira frente a linhagens de células imortalizadas nao
tumorais e em linhagem tumoral bem como in vivo, utilizando o modelo experimental
de melanoma murino, em camundongos BALB/C. O 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilagdo e sua composi¢cdo quimica realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS). A atividade citotoxica do 6leo
essencial foi avaliada in vitro em linhagem neoplasica células B16F10, em células
normais (fibroblastos murinos 3T3 e células endoteliais de cordao umbilical
humano - HUVEC). Para o desenvolvimento do nédulo hipodérmico, suspensodes
de células B16 F10 foram inoculadas subcutaneamente na regido interescapular
dos animais. No 10° dia apds a inoculagéo os animais foram distribuidos em grupos:
Grupo 1 (Controle, apenas células B16F10), Grupo 2 e 3 (6leo essencial de guavira
via Gavagem 200 e 300mg/kg), Grupo 4 e 5 (6leo essencial de guavira via |.P 200
e 300ug/ml), Grupo 6 (Doxorrubicina 5mg/kg), Grupo 7 (6leo essencial de guavira
via (I.P 45mg/ml) e Grupo 8 (6leo essencial de guavira 3%, via topica). A toxicidade
aguda do 6leo essencial da folha da guavira foi baseada na OECD (Organization for
Economic Co-operation and Development) — Guidelines 423. Os resultados obtidos
no perfil quimico apontaram 32 substancias no 6leo essencial. O
biciclogermacreno (16,86%), linalol (7,01%), germacreno D (7,14%), E-cariofileno
(6,38%), limoneno (5,39%) e a-terpineol (4,70%) aparecem em maior percentual.
O dleo apresentou baixa citotoxicidade apresentando GI50 < 250 pg/mL
(concentracao capaz de inibir 50% do crescimento celular) e para a linhagem
neoplasica B16F10 a GI50 encontrada foi de 2,85 pg/mL. O indice de seletividade
que indica quantas vezes o 6leo foi seletivo para linhagem neoplasica foi de
87.71, indicando alta seletividade do 6leo. No ensaio in vivo, os grupos tratados
via gavagem (300 mg/kg) e via toépica (3%), apresentaram redugdo do peso
tumoral, quando comparados ao controle (Grupo 1) 87,56% e 87,93%
respectivamente. No ensaio de toxicidade oral aguda houve sinais de intoxicagao
bem evidentes na dose mais elevada (2000mg/kg). Os camundongos tratados com

300 mg/kg apresentaram sinais moderados de intoxicagao, porém, nas doses de



50mg/kg e 5 mg/kg ndo houve alteragcdo de comportamento, indicando baixa
toxicidade.

Palavras- chave: Campomanesia adamantium, 6leo essencial, melanoma, B16F10



ABSTRACT

Campomanesia adamantium is a native species of the Brazilian Cerrado. Known as
a natural source of phenolic compounds, it has promising biological activities. The aim
of this study was to evaluate the in vitro activity of the essential oil from guavira leaves
against immortalized non-tumor cell lines and tumor cell lines, as well as in vivo, using
the experimental model of murine melanoma in BALB/C mice. The essential oil was
extracted by hydrodistillation and its chemical composition was determined by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). The cytotoxic activity of the
essential oil was evaluated in vitro in neoplastic B16F10 cell lines and in normal cells
(murine 3T3 fibroblasts and human umbilical cord endothelial cells - HUVEC). For the
development of the hypodermic nodule, suspensions of B16F10 cells were inoculated
subcutaneously in the interscapular region of the animals. On the 10th day after
inoculation, the animals were distributed into groups: Group 1 (Control, only B16F10
cells), Groups 2 and 3 (guavira essential oil via Gavage 200 and 300mg/kg), Groups
4 and 5 (guavira essential oil via I.P 200 and 300ug/ml), Group 6 (Doxorubicin
5mg/kg), Group 7 (guavira essential oil via (I.P 45mg/ml) and Group 8 (guavira
essential oil 3%, topical). The acute toxicity of the guavira leaf essential oil was based
on the OECD (Organization for Economic Co-operation and Development) —
Guidelines 423. The results obtained in the chemical profile indicated 32 substances
in the essential oil. Bicyclogermacrene (16.86%), linalool (7.01%), germacrene D
(7.14%), E-caryophyllene (6.38%), limonene (5.39%) and ao-terpineol (4.70%)
appeared in the highest percentage. The oil showed low cytotoxicity, with GI50 < 250
pMg/mL (concentration capable of inhibiting 50% of cell growth), and for the neoplastic
lineage B16F10, the GI50 found was 2.85 pg/mL. The selectivity index, which
indicates how many times the oil was selective for the neoplastic lineage, was 87.71,
indicating high selectivity of the oil. In the in vivo assay, the groups treated via gavage
(300 mg/kg) and topical (3%) showed a reduction in tumor weight when compared to
the control (Group 1) of 87.56% and 87.93%, respectively. In the acute oral toxicity
assay, there were clearly evident signs of intoxication at the highest dose (2000
mg/kg). Mice treated with 300 mg/kg showed moderate signs of intoxication, however,
at doses of 50 mg/kg and 5 mg/kg there was no change in behavior, indicating low
toxicity.

Keywod: Campomanesia adamantium, essencial oil, melanoma, B16F10
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1 Introdugao

A Organizagdo Mundial da Saude estima que o cancer cause anualmente a
morte de 9,6 milhdes de pessoas diagnosticadas com a doenga. Apesar da redugao
na incidéncia de alguns tipos de cancer em paises em ascensao, o numero de casos
apresenta crescimento expressivo nos ultimos anos (SUNG, et al., 2021).
Neoplasia, cancer ou tumor se referem a massas teciduais anormais, resultantes de
um crescimento autdnomo e gradual. Esses termos séao sinbénimos que descrevem
um grupo de doencgas caracterizadas pelo crescimento celular desordenado e pela
resisténcia das células a morte, levando ao desenvolvimento de tumores malignos.
O processo de formagao do cancer é conhecido como carcinogénese, que envolve a
acao de agentes cancerigenos ao longo do tempo, resultando na difusédo e
progressdo do tumor. O cancer € um dos principais responsaveis por oObitos na
populagdo humana, surge por multiplos fatores, emergindo como desafio para a
saude publica (TORRE et al., 2016; BRAY et al., 2018).

Os canceres com maior grau de letalidade estdo associados a pulmao, estdmago,
figado, célon e mama.

De origem grego, o céancer significa karkinos e do latim céncer, que significa
caranguejo, pela semelhanga dos vasos sanguineos presente em tumores de mama,
com as pernas do crustaceo, associacao feita pelo médico Hipdcrates por volta do
ano 400 a.C. (HAUSMAN, 2019). Segundo dados da Organizagao Mundial da Saude
(OMS) as perspectivas sao de mais de 35 milhdes de novos casos de cancer em
2050, um aumento de 77% em relagcédo aos 20 milhdes de casos estimados em 2022.
(OPAS) Organizagdo Pan Americana da Saude. Em 2020 aproximadamente, 10
milhdes de obitos por cancer foram registrados de um total de 19,3 milhdes de novos
casos diagnosticados. (OMS) Organizagdo mundial de saude. No Brasil, o cancer &
tratado como um problema de saude publica, sendo as neoplasias malignas a
segunda causa de 6bitos por doengas.

O cancer tem apresentado grande incidéncia na populagdo brasileira,
impactando fatores sociais e econdmicos (INCA, 2020; SILVA, et al., 2019; SANTOS,
MACIEL, OLIVEIRA, 2020). O Instituto Nacional do Céancer prevé cerca de 704 mil
casos anuais no periodo entre 2023 e 2025, conforme dados publicados na

Estimativa 2023 — INCA Incidéncia de Cancer no Brasil.



Estima-se que em 2025, o numero de casos novos de cancer no mundo
alcance a ordem de 20 milhdes, e 80% desses casos ocorrerao em paises em
desenvolvimento (WILD, STEWART, 2014). Fatores como envelhecimento, estilo de
vida e meio social, como tabagismo, alcoolismo, exposi¢céo a radiagdes ionizantes,
radiacdo solar sdo alguns dos fatores de risco externos que contribuem para o
aparecimento do cancer, além dos fatores genéticos (INCA, 2021; ALMEIDA, et al.,
2017).

O céancer € um constante desafio para o sistema de saude publica mundial. Ha
um crescente interesse em pesquisas por novos agentes terapéuticos que contribuam
na prevengéao, controle e desenvolvimento da doenca (WHO, 2014). O tumor maligno
com maior incidéncia no Brasil é o cancer de pele ndo melanoma (31,3% do total de
casos), seguido pelos de mama feminina (10,5%), prostata (10,2%), colon e reto
(6,5%), pulmao (4,6%) e estbmago (3,1%), Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2023).
Nesta linhagem existem dois grupos distintos classificados como, cancer de pele ndo
melanoma (CPNM) e céancer de pele melanoma (CPM). O cancer de pele néo
melanoma (CPNM) corresponde a 90% dos cénceres de pele, apresenta tumores de
diferentes linhagens, sendo estas CBC (carcinoma basocelular) e CEC (carcinoma
epidermdide), € mais frequente, menos agressivo, ja o melanoma é de menor
frequéncia, maior agressividade e representa 3% dos canceres cutaneos,
evidenciando uma menor incidéncia que os carcinomas basocelular e epidermdide,
mas com elevado potencial metastatico podendo ser letal (INCA, 2015).

O melanoma € uma neoplasia originada pela transformagdo maligna dos

melanécitos com proliferagdo descontrolada, sao células produtoras de melanina da
camada basal da epiderme, derivadas embriologicamente da crista neural. Pesquisas
sobre avango tumoral indicam que o melanoma se origina por hiperplasia dos
melandcitos e posteriormente displasia, evoluindo para neoplasia (BRECHTBUHL,
2014).
A pratica de cultivar células in vitro permite a realizagdo de ensaios biolégicos como
testes de citotoxicidade e de biologia molecular, auxiliando na busca por compostos
mais seletivos com efeitos colaterais reduzidos, atuando em diferentes pontos no
tratamento de neoplasias. Esse método utilizado evidencia o efeito dos compostos
sobre as células cultivadas e através dos resultados obtidos, ha a possibilidade de
descoberta de novos compostos bioativos (FRESHNEY, 2016).



Na avaliagao da atividade antiproliferativa, os testes de citotoxicidade in vitro
com células neoplasicas sao os mais utilizados (DE SOUZA, 2019). Neste ensaio €
possivel avaliar muitas substéncias em curto espaco de tempo, permitindo explorar
novos agentes anticancer (SCHMITT et al., 2018).

Segundo Smith e colaboradores (2005), o modelo in vivo € importante para
confirmar a atividade anticancer presente em cultura de células, superando as
limitagdes dos modelos in vitro permitindo a avaliagdo de substancias quanto ao seu
potencial anticancer (JUNQUEIRA, 1997; NAKAMURA et al., 2002).

A presente pesquisa avaliou a atividade in vitro do 6leo essencial da folha da guavira
frente a linhagens de células imortalizadas nao tumorais 3T3 (fibroblasto murino)
(ATCC CRL-1658) e HUVEC (células endoteliais de cordao umbilical) (ATCC CRL-
1730) e em B16F10 (melanoma murinho) bem como in vivo, utilizando o modelo

experimental de melanoma murino, em camundongos BALB/C.

2 Revisao Bibliografica
2.1 Cancer

O cancer € um termo usado comumente para designagao de um conjunto de
mais de 100 doengas e que tem em comum o crescimento desordenado de células
que invadem orgaos e tecidos adjacentes de maneira agressiva e com rapida
reproducgéo levando a formagao de tumores malignos. Na lingua grega, a palavra
significa "caranguejo", devido a aparéncia do tumor, que lembra as pernas do
crustaceo em razao do formato de vasos sanguineos ao seu redor. Em 1930, Rupert
Willis definiu neoplasia como uma massa anormal de tecido cujo crescimento € mais
rapido quando comparado ao crescimento dos tecidos normais e que persiste mesmo
apos a interrupgao dos estimulos que a originaram (KUMAR et al., 2013).

O cancer tem origem de uma série de mudangas genéticas e epigenéticas,
normalmente relacionadas ao DNA, que afetam a expressao genética (BARROSO, et
al., 2020). O desenvolvimento do cancer ocorre através de complicagdes metabdlicas
e sinalizagcdo em células com falhas no sistema imunoldgico. Esse processo passa
por diversas etapas que envolvem mutacao e selegdo de células com capacidade
cada vez maior de se proliferar, sobreviver, invadir e se espalhar para outras partes
do corpo (INCA, 2022).



O cancer é considerado como a segunda principal causa de obitos em todo o
mundo (DE SOUZA et al., 2023). Segundo dados da OMS, cerca de 9,6 milhdes de
pessoas morrem anualmente em decorréncia do cancer, podendo nos proximos 25
anos, ser esta a principal causa de 6bitos no planeta. Mesmo com recentes avangos
em pesquisas sobre as causas do cancer de pele, a incidéncia do melanoma cresceu
na ultima década (LANCETA et al., 2021) em muitos casos as terapias aplicadas nao
conseguem éxito eficaz sobre os mecanismos adaptativos que conduzem o
melanoma, principalmente em casos metastaticos (BRITO et al., 2020). Por diversas
razdes, essas ceélulas podem ter origem enddgena, ou seja, aquelas que sao
geneticamente predispostas, ligadas a capacidade do corpo de se proteger contra
agressdes externas e fatores exdgenos relacionados ao ambiente social, cultural,
habitos pessoais e meio ambiente, os quais variam de pessoa para pessoa. Em
certos casos, esses elementos se relacionam entre si, e estas relagdes aumentam a
probabilidade de células saudaveis se transformem em células malignas, assim
sendo, o cancer se configura como uma doenga causada por multiplos fatores
(SONDAK et al., 2004).

Estima-se que os tipos de cancer com maiores incidentes nos proximos anos,
exceto o de pele do tipo ndo melanoma, serdo os de prostata, pulmao, intestino,
estdmago e cavidade oral, no sexo masculino, ja no sexo feminino, os de mama,
intestino, colo do utero, pulmado e estdbmago, acompanhando o mesmo perfil de
magnitude mundial (INCA, 2023).

A estratégia na busca de novos medicamentos para tratar o cancer passou por
mudancgas devido aos avancos na biologia molecular. Antes, muitos compostos
descobertos inicialmente interagiam com o DNA ou seus precursores, inibindo a
producdo de novo material genético e danificando o DNA sem distinguir células
cancerigenas e saudaveis. Com o progresso da biologia molecular, surgiram alvos
mais especificos, como receptores de fatores de crescimento, vias de sinalizagdo
intracelular, defeitos no reparo do DNA e vias de morte celular. Apesar das evolugdes,
a resisténcia aos medicamentos resultante de transformacgdes farmacocinética e
molecular ainda é um grande obstaculo no tratamento do cancer (DURAN et al.,
2016).



De maneira geral, os principais métodos de tratamento contra o cancer
concentram-se nos procedimentos de quimioterapia, radioterapia e cirurgicos. Com
notodria evolugao, existem diversos tipos de cancer sem tratamento especifico devido
aos efeitos adversos, resisténcia farmacologica e baixa seletividade dos
medicamentos as células neoplasicas, o que aumenta o risco de toxicidade causada
pelo tratamento. Em estagios avangados da doenga, € comum a interrupgéo do
tratamento, pois os efeitos colaterais intensos da quimioterapia podem superar os
beneficios e 0 aumento da sobrevida ndo € acompanhado pela melhora da qualidade
de vida (KAMB, 2005; COSTA-LOTUFO et al., 2010.; BATISTA et al., 2015).

Desta forma torna-se imprescindivel a necessidade de uso por métodos
alternativos, terapéuticas mais eficientes e seletivas as células neoplasicas que
atuem em diferentes alvos, € uma urgente realidade, a fim de aprimorar os protocolos

terapéuticos voltados ao tratamento do cancer.

2.2 Cancer De Pele

O cancer de pele € o tipo de neoplasia mais frequente em todo o mundo e com
maior indice de abrangéncia nas populagdes de pele clara (PIRES et al., 2018).

O cancer de pele se apresenta basicamente de dois tipos distintos: Cancer de
pele melanoma (CPM) e cancer de pele ndo melanoma (CPNM). CPNM é o mais
comum, tem crescimento lento, &€ de maior incidéncia, e raramente causa metastase,
em contexto geral apresenta bom progndstico com elevado indice de cura se tratado
corretamente, enquanto o CPM tem menor incidéncia, € mais agressivo e apresenta
grande resisténcia em todas as modalidades atuais de terapia podendo chegar a
letalidade (DE VRIES et al., 2012).

O melanoma pode se desenvolver nas células produtoras de pigmento dos
olhos, trato gastrointestinal, érgdos genitais, seios paranasais e meninges, mas
ocorre mais comumente na pele em associagdo a um contexto de lesdo UV (NCI-
SEER, 2016). As radiagdes ultravioletas (UV) A e B contribuem para o
desenvolvimento de diferentes tipos de cancer de pele, incluindo o melanoma, e
aproximadamente 80% dos casos de melanoma estao associados a esta exposicao,
especialmente em pessoas caucasianos e/ou com graus variados de sardas (DE
CEBALLOQOS et. al., 2014; INCA, 2015).



Identifica-se o cancer de pele através de uma avaliagdo mediante o aparecimento de
manchas anormais na pele onde estas sao avaliadas quanto a cor, tamanho, forma
ou textura e se necessario, parte desta lesdo de aspecto alterado € coletada e
enviada a um patologista para biopsia, conforme apresentado na Figura 1
(HURWITZ, et al., 2016)

Borda
irregular

Mais de
uma cor

Figura 1. - Caracteristicas do cancer de pele melanoma

Fonte: https://www.cancer.gov/

E visto como um importante sinal de alerta, uma vez que o paciente que teve
este tipo de lesdo de céancer de pele ndo melanoma (CPNM), tem uma maior
probabilidade de desenvolver um novo cancer de pele. Algumas pesquisas apontam
que ter historico individual de cancer de pele do tipo ndo melanoma eleva em 35% o
risco do aparecimento de outro cancer do mesmo tipo em trés anos e 50% em cinco
anos apos o primeiro diagndstico. Portanto, € importante que individuos que tiveram
lesdo de CPNM sejam monitorados regularmente, garantindo um prévio diagnostico
e tratamento eficaz mediante o surgimento de novo ferimento. O melanoma € a quinta
forma de cancer mais comum entre adultos (homens e mulheres) e também o tipo
mais letal de cancer de pele (COSTA, LINS, DA SILVA, 2023).

Outros fatores como idade, sexo e suscetibilidade individual também apresentam
relagdo com o desenvolvimento desse tipo de cancer. Aproximadamente 20-30% dos
CPM estao associados a presenga de nevos melanocitico pré-existentes. Além disso,
histérico familiar e melanoma prévio também estdo associados ao aumento do risco
no aparecimento desse cancer, entre outros fatores genéticos (DE MELANOMA, G.
B., 2017). Diante do diagnostico, exames sao realizados para determinar o estagio
da doenga (0 — IV), sdo observados sinais como: habitos de vida do paciente,

doengas pregressas e terapias efetuadas. Também é feito o mapeamento dos



linfonodos e a realizagdo de uma bidpsia do linfonodo sentinela, juntamente com
exames de imagem como tomografia computadorizada do tronco, PET scan ou
ressonancia magnética nuclear. Esses resultados s&o analisados juntamente com os
da bidpsia do tumor para determinar o estagio do melanoma (NCI, 2017).

O melanoma € um tipo de cancer que surge a partir dos melandcitos, as células
responsaveis pela producédo da melanina, o pigmento que confere cor a pele. As
opgdes de tratamento variam principalmente de acordo com o estagio da doencga,
mas outros aspectos, como a variedade e a localizacdo do tumor, também
desempenham um papel importante. Em estagios mais precoces, as chances de
recuperacao sao superiores e o tratamento tende a ser menos complicado. O
melanoma, quando diagnosticado em sua fase inicial, € denominada como estagio 0
(carcinoma in situ). Apds esse estagio, e diante de evolugédo a doencga é classificada
nos estagios de 1 a 4, sendo que o estagio 4 representa a fase mais avangada do
cancer. No Estagio 0, o tumor esta contido na camada superficial da pele, ndo se
espalhou para linfonodos proximos ou outro 6rgao. Esse estagio € denominado como
melanoma in situ. No Estagio I, o tumor ndo excede o tamanho de 2 mm de
espessura, porém pode ou néo ter ulceragao. No Estagio Il, o tumor apresenta uma
espessura variando de 1 a 4 mm e pode ou ndo apresentar ulceragcdo. Ainda nao se
disseminou para os linfonodos nem para outros 6rgaos. No Estagio IlIA, o tumor
possui uma espessura de até 2 mm podendo ou ndo ter ulceragédo. Neste estagio é
possivel que ele tenha se espalhado para até 3 linfonodos, porém essa metastase so
€ possivel ser identificada com microscopio.

Considerando o Estagio IlIB, ndo ha evidéncia do tumor primario e ele se
disseminou para somente um linfonodo ou para pequenas areas da pele nas
proximidades (tumores satélites) ou para os canais linfaticos da pele ao redor da
lesdo (sem afetar os linfonodos), possuem espessura de até 4mmpodendo ter ou ndo
ulceragao nao houve metastase para outros érgaos.

Estagio IlIC. Uma das seguintes situagdes se aplica ha evidéncia do tumor primario
e ele esta disseminado para 2 ou mais linfonodos, ou se espalhou para pequenas
areas da pele préximas (tumores satélites), ou para os canais linfaticos da pele ao

redor do tumor, afetando os ganglios linfaticos proximos ou ainda se espalhou para



os linfonodos. Nao houve metéastase para outros 6rgaos. O tumor tem até 4 mm de
espessura e pode apresentar ulceragéo.

Estagio IlID. O tumor possui uma espessura superior a 4 mm e apresenta ulceragao
e disseminagao para quatro ou mais linfonodos, espalhamento para pequenas areas
da pele ou canais linfaticos ao redor do tumor (sem afetar os nddulos linfaticos)). Nao
houve metastase para outros 6rgaos.

Estagio IV. O tumor pode ter qualquer espessura e pode ou n&o apresentar ulceragao
e metastase para os linfonodos préximos, no entanto, ja se espalhou para linfonodos
distantes ou outros érgaos, como pulmdes, figado ou cérebro. (MUNHOZ, 2019,
https://www.cancer.org/)

A figura abaixo (Figura 2) ilustra os estagios de desenvolvimento do tumor.

Estagio 0 ou in situ Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4

Figura 2 - Estagios de desenvolvimento do cancer de pele

Fonte: https://www.melanomabrasil.org/

O resultado convencional no tratamento do melanoma cutaneo metastatico
tem incentivado a realizacdo de pesquisas experimentais com novos métodos.
Estudos in vitro e in vivo sao essenciais para uma compreensao mais aprofundada do
comportamento biolégico desta neoplasia, além de contribuirem para a criacéo de
novos métodos, diagndsticos e terapias (ALSHAMSAN, 2018; HELLER et al., 2021).

2.3 Tratamento

O tratamento do cancer de pele, por excisdo cirurgica, € o principal método
(NCI, 2016). A radioterapia € menos utilizada e é considerada como método

alternativo caso a cirurgia ndo seja indicada (ERICKSON; MILLER, 2010). Em alguns



casos de melanoma em estagios Il e Ill, pode ser sugerido o uso de interferon alfa
como tratamento complementar, apesar de sua associagao a elevada toxicidade. Em
determinados casos de pacientes com metastases onde a cirurgia n&o é viavel, &
indicado o tratamento sistémico através da quimioterapia (com substancias como
dacarbazina, temozolomida ou carboplatina/paclitaxel) (SIMOES et al., 2022).

Em muitas situagdes, o cancer de pele pode ser evitado e um dos melhores
meétodos de protecdo € evitar a excessiva exposigao a luz solar em decorréncia de
seus raios ultravioleta (UV), podendo estes desencadear lesdes na pele e evoluir
para o cancer. O tratamento para o cancer é determinado pelas fases as quais vao
desde a fase 0 até a IV. Quanto maior o grau desta fase, maior a extensao do céncer.
Em algumas situagbes, uma biopsia pode ser suficiente, retirando todo o tecido
comprometido, em caso de um cancer pequeno e superficial (DA SILVA et al., 2021).

E crucial ressaltar que pacientes que passam pelo cancer enfrentam uma
variedade de efeitos adversos da doenga e do seu tratamento. Alguns efeitos incluem
disfuncédo cardiovascular, comprometimento neuromuscular, diminuigdo da funcao
fisica, sindrome metabodlica e outros aumentam a morbidade e a mortalidade
associada ao cancer em geral. Em outro contexto, o numero de pessoas que
sobrevivem ao cancer cresceu em decorréncia dos avangos nos meétodos de
acompanhamento e recursos terapéuticos contra o cancer, mesmo assim, enfrentam
grandes desgastes fisicos e psicoldgicos que exigem cuidados de saude de longo
prazo (DEMINICE, 2022).

2.4 Produtos Naturais

O céncer é uma das mais temidas doengas no mundo, e apresenta uma
elevada taxa de letalidade. O tratamento do cancer, objetiva melhorar qualidade e
sobrevida dos pacientes (FEITOSA et al., 2021). Os usos de recursos de origem
naturais s&o praticados no tratamento de mazelas desde a antiguidade (GIORDANI
et al., 2015; SANTOS-LIMA et al., 2016; CONCEICAO; AOYAMA, 2016).

A utilizacdo das plantas medicinais € uma tradicdo antiga, conduzida muito
antes da existéncia da industria farmacéutica. Essa pratica consiste em observar
os efeitos benéficos que umas plantas especificas proporcionaram aos animais,
também em relatos de pessoas que ja haviam experimentado o produto natural e

alcangado resultados positivos (MATTOS et al., 2018). Os medicamentos naturais



tém a vantagem de facil acesso comparados aos demais e apresentarem um custo-
beneficio vantajoso, aspecto que néo se aplica aos medicamentos antineoplasicos
industrializados, os quais frequentemente possuem um custo elevado. Além disso,
os fitoterapicos podem potencializar os efeitos das terapias convencionais, e alguns
compostos ativos podem se direcionar especificamente para as células doentes,
reduzindo, assim, os efeitos colaterais do tratamento (FEITOZA et al., 2021). Os
produtos naturais instituiram avangos notaveis e substanciais no controle de terapias
do cancer e sdo reconhecidos como uma base relevante de novos compostos para o
tratamento (CRAGG; PEZZUTO, 2016).

Neste sentido, diversos centros de exceléncia em pesquisa tém buscado o
desenvolvimento de novos quimioterapicos a partir de plantas. Estudos apontam que
60% das drogas utilizadas em ensaios clinicos sdo derivados de produtos naturais
(VIEIRA et al., 2020) e aproximadamente 80% da populagao global necessita destes
medicamentos produzidos a partir de plantas para cuidar da saude (ANDRADE,
2018; AMRATI et al., 2021).

Ha séculos, 0 uso de produtos naturais com propriedades medicinais tem sido
documentado (CRAGG et al., 1997; GULLO et al., 2006). A busca por produtos de
fontes naturais, extratos, fragbes e moléculas com atividades bioldgicas, tém sido
avaliados, resultando na descoberta de novos compostos promissores (ALVES et al.,
2014). Com o avango da tecnologia, o refinamento das técnicas de isolamento,
identificacao e sintese, inumeros medicamentos foram criados a partir de recursos
naturais (VIEGAS et al., 2006; MACIEL et al., 2007; CRAGG; NEWMAN, 2009).



A tabela abaixo (Tabela 1) exemplifica 0 uso de produtos naturais para
tratamento do cancer

Tabela 1 - Produtos naturais ou farmacos derivados de plantas na terapia do cancer
Farmacos Fonte Alvo Molecular Indicacgao
terapéutica

Vimblastina, vincristina, Catharanthus Tubulina/ Leucemia

vindesina e vinorelbina roseus Microtubulos linfoblastica aguda;
cancer de testiculo;
doenga de Hodking

Paclitaxel e docetaxel Taxus brevifolia Tubulina/ Cancer de mama
Microtubulos

Podofilotoxina Podophyllum Topoisomerase | Cancer de Pulméo,

Etoposideoeteniposideo  peltatum ovario e testiculo;
Leucemia Linfocitica
Aguda

Camptotecina Camptotheca Topoisomerase | Cancer de colon

accuminata
Irinotecano
Topotecano

Fonte: COSTA-LOTUFO et al., 2010.

Desde os primordios da histéria, o homem sempre buscou na natureza
meétodos de cura para suas enfermidades (IJAZ et al., 2018). No século XX, estudos
voltados para compostos naturais, sobretudo plantas e microrganismos, alcangaram
um avango surpreendente. Na oncologia, diversas substancias foram identificadas e
novos farmacos foram incorporados aos procedimentos terapéuticos (PINTO et al.,
2002). Segundo Newman e colaboradores (2003), medicamentos provenientes da
natureza podem tratar 87% dos problemas de saude em humanos, inclusive o cancer.
A FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos entre 1981 e 2010
aprovou 1.073 novos medicamentos, destes 64% sao moléculas naturais, derivadas
ou sintetizadas de compostos naturais e apenas 36% eram moléculas puramente
sintéticas (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Nas ultimas trés décadas 80% dos medicamentos aprovados pela FDA para
tratamento do cancer sao produtos naturais ou tém em alguma fase da sua produgao
uma relagdo com uma fonte natural (HAQUE, BRAZEAU, AMIN 2021).

O desenvolvimento da biologia molecular e dos métodos analiticos que

permitem avaliagdes estruturais mais detalhadas, criam oportunidades valiosas para



os estudos de produtos naturais (TRIVELLA et al.,, 2022). Assim, pesquisas
envolvendo expressao génica, vias de sinalizagdo, alvos moleculares de fitoquimicos
tém sido extensivamente realizadas a fim de identificar elementos promissores na
cura oncolégica (BISHAYEE; SETHI, 2016).

Syed et al. 2016 avaliaram a fisetina, um flavonol presente em frutas e
vegetais, tais como morangos, maga, pepino, caqui, uva e cebola, quanto a seus
efeitos anticancerigenos. Além disso, indicaram relevantes recursos moleculares e
propostas para futuras pesquisas a fim de facilitar o desenvolvimento clinico da
fisetina como um potente agente quimiopreventivo e quimioterapico (SYED et al.,
2016).

Um estudo que revisou algumas substancias derivadas de produtos naturais
utilizadas na dieta (curcumina, ercilina, capsaicina, acido betulinico, dentre outros)
constatou que tais compostos modulam multiplos alvos oncogénicos envolvidos na
iniciacdo e progressdo do cancer de prostata. Os autores destacaram também o
mérito de compostos naturais para a prevencao e terapia do cancer de prostata, e
afirmaram que produtos naturais derivados de plantas comestiveis podem oferecer
uma gama de beneficios em comparacdo com a maioria dos compostos
anticancerigenos sintéticos, devido a sua grande variedade de alvos (KALLIFATIDIS
et al., 2016). Dentre tantos, a Campomanesia adamantium aparece frequentemente
com destaque em varias pesquisas devido sua variedade de compostos presentes,
0s quais tém demonstrado resultados positivos no tratamento de diferentes

enfermidades, inclusive para o cancer (SILVA, 2023).

2.5 Campomanesia adamantium

Campomanesia adamantium pertence a familia Myrtaceae, e compreende
cerca de 4000 espécies e 130 géneros distribuidos por todos os continentes, exceto
na Antartica. E uma das familias botanicas mais expressivas da flora brasileira,
apresentando significativo interesse econémico para o Brasil (D’ANGELIS et al.,
2014). Estudos indicam que a espécie € a segunda que mais desponta em pesquisas
dentro do género Campomanesia (STECKELBERG et al. 2022).

A Campomanesia adamantium (Figura 3), O. Berg € conhecida popularmente
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no Brasil como “guavira”, “guabiroba-do-campo”, “guabiroba-do-cerrado”, “gabiroba”,



“guabiroba-lisa” e “guabiroba-branca” (CARDOSO, 2021). A espécie é caracterizada
como um arbusto terrestre que atinge até 2 m de altura, folhas lisas com nervuras
central com pequenos canais que camuflam substancias quimicas como oleos
essenciais (RIBEIRO et al., 2020).

Em Estudos dirigidos por Coutinho e colaboradores (2010), apés macerar
folhas da C. adamantium em etanol mostraram possivel antioxidantes na planta, mais

tarde Pascoal et al. (2011) atribuiram estas propriedades do extrato a presenca

predominante de flavonoides, o que mais tarde também foi comprovado por Menezes
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Filho e Castro (2019).

f

Figura 3 - Folha e fruto da Guavira (Campomanesia adamantiufn)
Fonte: AGRAER, 2023

A C. adamantium tem se destacado por ser empregada no tratamento de
varias doencas, exibindo atividades distintas conforme a parte utilizada. As infusées
de suas folhas sao tipicamente usadas no tratamento da gripe, melhoria da saude
intestinal, anti-inflamatorio, antidiarreico e antisséptico das vias urinarias (RAMOS et
al., 2007), hipocolesterolémico, antirreumatico e depurativo (PAVAN et al., 2009),
antimicrobiano (COUTINHO et al., 2009; COUTINHO et al., 2010). De alto teor
vitaminico, o fruto da C. adamantium €& usado tradicionalmente como agente
antiinflamatoério (SHERWOOD; TOLIVER- KINSKY, 2004; SALMAZZO et al., 2010;
PASCOAL; FAGUNDES, et al., 2014).

Segundo Valilo et al. (2006), foram encontradas substancias com atividades

farmacoldgicas presentes no 6leo extraido do fruto da C. adamantium, sendo estas



os sesquiterpenos cariofileno e seu isdbmero a-cariofileno, os monoterpenos ocimeno,
3-careno e do Dlimoneno, sendo este ultimo encontrado em abundancia na natureza
e com eficacia no tratamento quimioterapico de alguns tumores malignos da mama,
préstata e pancreas (VALILLO et al., 2006).

Estudos quimico das folhas de C. adamantium relatou a presenca de éter,
aldeidos, cetonas, ésteres, epoxidos, fendis, sendo que a grande parte é composta
de alcool, hidrocarbonetos terpénicos, flavanonas e chalconas (7-hidroxi-5-
metoxiflavanona, 5,7-diidroxi- 6-metilflavanona, 5,7-dihidroxi8-metilflavanona,2’,4’-
diidroxi-6,8-dimetilchalcona,2’,4’-diidroxi-6’-metoxi-3’-metil chalcona, 2’,4’-diidroxi-6’-
metoxi3’,5’-dimetilchalcona) evidenciando uma variagdo da constituigdo quimica da
espécie em diferentes fases do ano, diminuindo seu potencial terapéutico (RAMOS
et al., 2007; COUTINHO et al., 2010).

Um estudo feito por Pavan e colaboradores (2009) com extrato acetato de
etila e metandlico dos frutos, verificou a presenga de alguns flavonoides como 7
hidroxi-5-metoxi-6-Cmetilflavanona, 5,7-diidroxi-6-C- metilflavanona, 5,7-diidroxi-8-
Cmetilflavanona, 2°4-8 diidroxi-6"- metoxichalcona, 5,7-diidroxi-6,8-di-

Cmetilflavanona, 5,7-diidroxi-6,8-di-Cmetilflavanona.

2.6 Oleo Essencial

Oleos essenciais sdo substancias sintetizadas, armazenadas e liberadas
pelas plantas. Tem se tornado via promissora de produtos naturais devido a extensa
presenca de compostos bioativos que lhe conferem grande potencial terapéutico e
farmacolégico, sendo de origem vegetal, promovem beneficios a saude e bem-estar
fisico e emocional (EDRIS, 2007). Seus beneficios incluem propriedades
antidepressivas, e estudos indicam efeitos neuroprotetores e anti- neuroinflamatérios
(CAIXETA et al. 2023).

Os 6leos essenciais sdo extraidos de plantas e obtidos por meio de técnicas
como prensagem a frio e distintos meios de destilagdo. Os terpenos sdo compostos
organicos volateis presentes nos 6leos essenciais, podem ser extraidos das folhas,
raizes, sementes, frutos, flores e dos troncos de plantas (BAKKALI et al., 2008). Aos
terpenos sao atribuidos varios efeitos: Alivio de dores de cabeca e enxaquecas,
reducdo do estresse e ansiedade, melhora da qualidade do sono, alivio de dores
musculares e articulares, melhora da digestdo, fortalecimento do sistema



imunologico, alivio de sintomas de TPM e menopausa, tratamento de problemas
respiratorios, alivio de sintomas de depressao e ansiedade. Outros beneficios estao
relacionados aos efeitos no trato gastrointestinal, como diminuigao de espasmos, e
agindo contra a insbénia. Muitos 6leos apresentam agdes antioxidante, analgésica,
anti-inflamatdria, antibacteriana, antiviral, antifungica e inseticida, o que apresenta
relevancia para as industrias farmacéutica, agricola, nutricional e cosmética
(OLIVEIRA et al., 2016; SANTIAGO; GODOQY, 2022).

Nesse sentido, estudos quimicos das folhas de C. adamantium, realizado por
Coutinho et al. (2008) identificaram a presenga de quercetina, miricetina e rutina.
Apos a analise do oleo essencial desta espécie de Campomanesia foram obtidos
oitenta e dois componentes, como limoneno (21,9%), a-pineno (13,4%) e B-pineno
(9,0%), identificados no 6leo da folha e trinta e sete, como ledol (20,9%), globulol

(9,3%) e a-cadinol (7,5%), encontrados no 6leo da flor (COUTINHO et al., 2008).

2.7 Cultura De Células

A cultura de células € amplamente utilizada na pesquisa de produtos naturais,
semi-sintéticos e de sintese, permitindo avaliar de forma imediata o impacto desses
compostos nas células, fornecendo respostas rapidas, essenciais na selecdo destes
novos farmacos anticancerigenos (STORCH et al., 2017).

Os testes de viabilidade celular sao técnicas utilizadas para estimar a
quantidade de células viaveis com base em varios indicadores das fungdes celulares,
incluindo a producédo de ATP, a integridade da membrana celular, a adesao das
células, a oxirredugao de coenzimas e a atividade na captagao de nucleotideos.

O cultivo celular in vitro apresenta inUmeras vantagens, o ambiente em que a
célula é exposta € controlado quanto ao pH, temperatura, pressdo osmoética, tenséo
de CO2 e 02, além das condigdes fisiologicas que podem ser mantidas relativamente
constantes. Outra vantagem é a possibilidade de realizar repeti¢cdes e testar inUumeros
compostos em um mesmo experimento, € mais viavel economicamente que os testes
in vivo (FRESHNEY, 2005; SUGGITT et al., 2005).

Neste estudo o método colorimétrico utilizado em células aderentes de
tumores solidos foi o da sulforrodamina B (SRB) descrito por Skehan e colaboradores

(1990). A SRB é um corante soluvel em agua de cor avermelhada e pode ser utilizado



para estimar a citotoxicidade de substancias em ensaios com células aderentes.
Desde a década de 1990 estudos vém adotando como protocolo de viabilidade
celular a quantificagdo da SRB em contato com aminoacidos residuais de células
aderentes saudaveis e cancerosas. O ensaio pela SRB é relativamente rapido e pode
ser feito com poucas etapas.

Estudos in vitro fazem parte da triagem de novos quimioterapicos, porém a
atividade seletiva sobre células cancerosas observadas em modelos in vitro pode nao
se refletir necessariamente in vivo, pois, neste ensaio as informagbes sobre a
farmacocinética e farmacodindmica da droga em estudo sédo consideradas, ao
contrario do que acontece com os ensaios in vitro. Portanto, o estudo combinado
desses dois modelos € indicado para uma avaliacdo mais completa se tratando da

atividade de uma nova substancia com potencial anticancer (SMITH et al., 2005).

2.8 Modelo experimental de melanoma murino in vivo

Os modelos experimentais sdo fundamentais para as descobertas de novos
farmacos antineoplasicos, permitindo a avaliacdo de substancias quanto ao seu
potencial anticancer. Um dos modelos mais utilizados em estudos de atividade
antitumoral € o modelo experimental de melanoma murino com a linhagem B16-F10,
cujo crescimento se da tanto in vitro como in vivo, sendo desenvolvido em
camundongos C57/BL6 e BALB/C (JUNQUEIRA, 1997; PETTAN-BREWER et al.,
2016). Estas células quando inoculadas por via subcutanea exibem potencial de
difusdo neoplasica sem causar desenvolvimento de metastase, a medida que, se
inoculadas via endovenosa manifestam fixagdo em parénquima pulmonar gerando
nodulos macroscopicos na superficie dos pulmdes passiveis de serem contados
NAKAMURA et al., 2002; ZHAO et al., 2001).

Os modelos animais sdo uma aproximacao da realidade. E possivel o estudo
enumerar vias envolvidas na instalagéo e progressao tumoral utilizando modelos de
melanoma murino, pois retratam boa similaridade com a neoplasia humana (DE
SOUSA et al., 2013). Entretanto, ha uma ampla pluralidade de modelos para estudos,
dentre os quais se incluem mutagbes génicas, interagdes proteina-proteina,
sensibilidade a compostos farmacologicos, imunoterapia e os processos de invasao
de metastases (CULP et al., 2006; TALMADGE et al., 2007).



3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito anticancer in vitro e in vivo do 6leo essencial extraido da folha

de Guavira (Campomanesia adamantium).

3.2 Objetivos Especificos

e Obter o 6leo essencial das folhas da guavira (Campomanesia Adamaantium)

e Conhecer o perfil quimico do 6leo obtido

e Avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial da folha da guavira

e Verificar a atividade anticancer in vitro do 6leo em linhagem tumoral de
melanoma murino

e Calcular o indice de seletividade do 6leo essencial de guavira

e Conhecer a toxicidade oral aguda do 6leo essencial da folha da guavira

e Avaliar a atividade antitumoral in vivo do O6leo essencial em modelo
experimental de melanoma murinho em diferentes vias de administracdo do

6leo.



4 Metodologia

4.1 Obtencao do 6leo essencial das folhas da guavira (Campomanesia
Adamantium)

Para realizacdo deste trabalho, folhas da guavira in natura foram coletadas
regidao Centro Oeste do Brasil, na Agéncia de Desenvolvimento Agraria e Extensao
Rural (AGRAER) no Municipio de Campo Grande, Estado de Mato Grosso do Sul,
localizada a (537 m de altitude; 20° 27’ S; 54° 37° W) com plantas cultivadas na area.
A coleta das folhas ocorreu nos meses de abril e junho de 2023 em horarios entre
04:00 as 06:00 horas da manha. O material vegetal coletado foi transportado até a
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul- UFMS e depositado no laboratério de
Biofisiofarmacologia onde foi identificado e submetido a um processo de sele¢cao das
folhas para remocgao de impurezas, tais como folhas com a presenca de acaros,
galhos, flores e frutos. O material foi acondicionado em sacos plasticos e vedados,
eliminando a maior quantidade possivel de ar para serem congeladas em freezers e

mantidos conservados até o momento da sua utilizagao.

4.2 Método de extragao do 6leo essencial

Ha trés modalidades diferentes do método de destilagdo com agua/vapor:
Destilacao utilizando agua (hidrodestilagao), destilagdo com agua e vapor, e
destilagado por vapor (ROSTAGNO; PRADO, 2015).

Neste estudo, o método utilizado para extragdo de oOleos essenciais foi de
hidrodestilagao por arraste a vapor, onde a planta aromatica permanece em contato
com a agua fervente, podendo estar completamente imersa ou flutuando. Este
processo resulta na separag¢ao de misturas utilizando o vapor de agua para volatilizar
substancias presentes em uma planta. Para este processo foram pesadas amostras
(200 g) das folhas in natura, utlizando balanga de precisdo, método de
hidrodestilacado usando um aparelho tipo Clevenger, em processo semelhante ao
empregado por (VISCARDI et al., 2017). Apds pesagem, as folhas foram trituradas
em um liquidificador, colocado em baldo volumétrico de vidro com fundo redondo com
capacidade para 1000 ml e adicionado 450 ml de agua destilada, deixando-a por 4
horas no aparelho tipo Clevenger acoplado a uma manta aquecedora a uma

temperatura de aproximadamente 100°C (Figura 4). O sistema de refrigeracao



utilizado foi por agua corrente em temperatura ambiente e o 6leo resultante deste
processo foi acondicionado em um tubo de vidro vedado com papel aluminio,
mantendo-o na geladeira. Foi usado sulfato de sédio anidro para remover vestigios
de agua presente no oleo essencial. As aliquotas dos 6leos foram usadas no calculo
dos rendimentos da extragdo, usando como base o peso das folhas in natura da
planta (SANTOS et al., 2004).

Figura 4 - Clevenger (extrator do 6éleo essencial)
Fonte: https://pta.animalia-life.club/extracao

4.3 Perfil quimico do 6leo essencial da guavira

A andlise GC/MS foi realizada usando um gas Shimadzu GC/MS QP2010
PLUS Cromatégrafo (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo) acoplado a um
espectrometro de massas operando a 70 eV, Rtx®-5MS Restek coluna capilar de
silica fundida-difenil-95%-dimetilpolisiloxano) de 30 m x 0,25 mm d.i., espessura de
filme de 0,25 mm e equipado com um amostrador automatico AOC-20i (Shimadzu).
O dleo essencial foi dissolvido em diclorometano (1 mg. mL-1) e uma inje¢ao foi
empregado um volume de 1 pL, com propor¢ao de divisdo de 1:50. A temperatura do

injetor foi de 250°C, com o gas de arraste (hélio com pureza de 99,999%) em um



fluxo de 1 mL.min-1 e pressao de 87,1 kPa. O a temperatura do forno foi programada
a partir de 50°C (isotérmico por 1,5 min), com aumento de 3°C/min, a 260°C,
terminando com um periodo isotérmico de 5 min a 260°C.

A identificacdo dos constituintes do 6leo essencial foi realizada comparando
os espectros de massa obtidos com aqueles do banco de dados de equipamentos
(Wiley 7 libe Nist 08 lib) e usando o Retention indice (RI), calculado para cada
constituinte como descrito anteriormente (ADAMS, 2017).

Quando a mistura de agua e biomassa € aquecida até atingir o ponto de
ebulicao, os vapores resultantes sédo direcionados para o condensador, onde ocorre
a troca de calor e a condensagédo dos mesmos com o uso de agua de refrigeragao,
em um processo conhecido como destilacdo. Durante essa etapa, €& possivel
observar no tubo separador do equipamento as fases liquidas do 6leo essencial e da
agua, sendo que a agua e recolhida de volta ao recipiente inicial por meio de um tubo
de retorno, enquanto o 6leo essencial, extraido das folhas, acumula no fundo do tubo
por ser mais denso que a agua. Esse processo se repete de forma continua até que
a operagao complete um tempo aproximado de 240 minutos, momento em que o
sistema é desligado. A medida do volume de 6leo essencial extraido é realizada
diretamente na escala volumétrica do tubo de ensaio. Em seguida, o Oleo é
transferido e recebe uma pequena quantidade de sulfato de sdédio anidro para
absorver eventuais particulas de agua presentes. Depois, utilizando uma pipeta do
tipo Pasteur, o oleo desidratado é transferido para outro tubo de 2 ml, fechado com

tampa, e armazenado em local fresco, protegido da luz direta (SANTOS et al., 2004).

4.4 Ensaio de Citotoxicidade

A técnica colorimétrica empregada para este ensaio foi a sulforrodamina B
(SRB), conforme detalhado por Skehan et al. (1990).

Para a realizagdo do ensaio, foram utilizadas as linhagens: normais
(fibroblastos murinos 3T3 e células endoteliais de corddo umbilical humano
- HUVEC). Alcangada a densidade celular apropriada, as células foram
desprendidas dos frascos de cultivo (garrafas) utilizando tripsina-EDTA (etapa inicial
realizada conforme descrito anteriormente para a manutengéo celular) e transferidas

para um tubo cénico contendo meio completo (em quantidade trés vezes maior que



a tripsina) e centrifugadas por 4 minutos a 1000 rotagdes por minuto. Para tanto foi
adicionado 2ml de meio de cultura ao pellet, do qual uma amostra foi retirada para
diluicdo em corante supravital (azul de tripan 1:4). Esse corante evidencia as células
inviaveis, que foram incluidas na contagem. Para determinar a densidade celular
necessaria, foi utilizado um contador manual (Cédmara de Neubauer). Apds a
contagem das células, foi feito o preparo das placas TO (Tempo Zero) e de teste. Na
placa TO, suspensdes celulares de cada linhagem foram adicionadas em triplicata,
(triplicata do meio de cultura). A TO foi entdo incubada e, apos 24 horas, foi realizado
o procedimento de coloragao (descrito abaixo) com a adigdo de sulforrodamina B
(SRB), um corante que se liga as proteinas das células (SKEHAN et al., 1990). A
placa TO serve como referéncia para o inicio do experimento, permite medir a
densidade de células viaveis no momento em que as amostras foram adicionadas a
placa de teste. Na placa de teste, também foram adicionadas as suspensodes
celulares e, apdés a incubacéo inicial de 24 horas, as amostras de teste foram
adicionadas em ftriplicata, nas concentragdes de 0,25 - 2,5 - 25 e 250 pyg/mL, com a
placa sendo novamente incubada por 48 horas. A placa teste continha ainda, o
branco de cada concentragdo da amostra-teste, o controle negativo (células mais 100
ML de meio) e o controle positivo da doxorrubicina (0,025 - 0,25 - 2,5 e 25 pg/mL).
Apo6s a incubacado de 48 horas, procedeu-se a coloragdo com SRB. O
procedimento de coloragao foi realizado da seguinte forma: O sobrenadante das
cavidades foi retirado, deixando apenas as células nelas contidas. Foram colocados
100uL de acido tricloroacético (TCA) 20% em cada cavidade. As placas foram
mantidas em repouso por 30 minutos a 4 °C, protegidas da luz. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e as placas foram lavadas em agua corrente e depois de
secas, 50uL de SRB (Sigma, EUA) diluido a 0,1% em acido acético a 1% foi
adicionado as placas. Novamente, as placas mantiveram-se em inércia por 30
minutos, em temperatura ambiente e protegido da luz. Em seguida, as placas sao
lavadas 5 vezes com acido acético a 1% para retirar o excesso de corante, 100 pL
de tampao Trizma Base (10 mM, Ph 10,5) (Sigma, EUA) séo inseridos a placa seca

para solubilizar o corante ligado as proteinas celulares imobilizados (Figura 5).
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Figura 5 - Representacdo da placa de 96 pogos apds adicdo das amostras-teste e
Doxorrubicina (controle positivo)

Fonte: Acervo pessoal
4.5 Atividade anticancer in vitro do 6leo

Foi utilizada a linhagem celular neoplasica B16-F10 (ATCC CRL-6322,
melanoma murino). A técnica colorimétrica empregada neste ensaio foi a
sulforrodamina B (SRB) e descrito no item 4.4 (SKEHAN et al., 1990).

A densidade optica resultante foi lida em um leitor de placas a 540 nm. os valores de
IC50 (a concentragao que inibe 50% do crescimento) foram calculados a partir da
diferenca nas concentragdes entre o controle negativo (sem tratamento) e os tratados

com o Oleo essencial.

4.6 Calculo do indice de seletividade do 6leo essencial de guavira

O indice de seletividade foi calculado apds ensaio com linhagem neoplasica,
indicando o potencial uso deste composto em testes clinicos. Assim, o IS
corresponde a divisdo entre o valor da GI50 de cada composto teste na linhagem de
células normais NIH/3T3 e o valor da GI50 de cada composto na linhagem de células
neoplasicas (IS= GI50 3T3 / GI50 células neoplasicas). Valores de IS igual ou
superior a 2,0 eram consideradom significativo segundo Suffness e Pezzuto (1991),
enquanto que, mais recentemente, Indrayanto, Putra e Suhud (2021) definiram IS

maior que 10.



4.7 Toxicidade oral aguda

O teste de toxicidade aguda do 6leo essencial da folha da guavira, foi realizado
apo6s aprovagao pelo CEUA — UFMS, sob protocolo numero 1.292/2023. Foi realizado
em camundongos BALBC machos e fémeas com média de peso de 28g. Os mesmos
permaneceram por um periodo de adaptacao de 3 dias sob condicbes ambientais
controladas, sendo a temperatura de 22 + 2°C, ciclo claro/escuro de 12 horas, com
ragédo padrao (NUVITAL® CR1) e dgua a vontade.

A toxicidade aguda do 6leo essencial da folha da guavira foi baseada na OECD
2001). Para o teste de toxicidade aguda do oleo, foram utilizados 15 animais
divididos em 5 grupos iguais formados por trés animais machos e trés fémeas, sendo
um grupo controle com fémeas (GFC) e outro com machos (GMC), que receberam
veiculo (azeite) via oral (gavagem) e 4 grupos tratados com diferentes concentragdes
do oleo essencial da folha da guavira, GFT (fémeas) e GMT (machos), com doses
de 2000 mg/kg, 300 mg/kg, 50 mg/kg e 5 mg/kg de peso corporal, diluido em azeite
de oliva administrado via oral (gavagem) em dose unica. A dose inicial testada foi de
50 mg/kg, ndo ocorrendo mortes de animais nas primeiras 24 horas de exposig¢ao dos
animais a esta, foram testadas também as doses 2000 mg/kg, 300 mg/kg (Luiz et al.,
2019). Apos o tratamento, os animais foram observados nos primeiros 30 minutos,
1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 12h, 24h, e periodicamente durante 14 dias (VALADARES,2006).
Neste periodo foram observados possiveis sintomas de toxicidade como: alteracdes
cutaneas, pelos (piloerecdo), mucosas, olhos, padrao circulatério e respiratorio,
locomogao anormal, reagao a estimulos, diarreia, salivagao, tremor, ptose, alteracoes
dos ténus muscular, hipnose, convulsdo e contor¢cdo (GOMES et al., 2013). O peso
corporal dos animais foi verificado no dia da administragdo dos compostos e no
décimo quarto dia pés-administragdo, ainda no décimo quarto dia os animais foram
submetidos a eutanasia mediante sedac&o por xilazina (10 mg/Kg) e cetamina (100
mg/Kg) para coleta dos 6rgéos (figado e rins) para observagdo macroscoépica e

pesagem.



4.8 Avaliacao da atividade antitumoral in vivo do éleo essencial em modelo
experimental de melanoma murinho

Para a realizagdo destes ensaios in vivo, o projeto foi submetido a Comissao
de Etica no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), conforme determinagdo do CONCEA. O projeto foi aprovado sob o protocolo
numero 1.292/2023.0 local para a realizagdo dos experimentos foi LMED -
Laboratdrio de bioensaios da Faculdade de medicina da UFMS (FAMED).

4.8.1 Desenvolvimento do melanoma experimental murino in vivo

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c, pesando entre
25-30g. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (dimensao 40 x 35 x 17 cm),
na quantidade de 5 animais / gaiola, a temperatura de aproximadamente 25°C, com
ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo ragcédo padrao (NUVITAL® CR1) e agua a
vontade. Os mesmos foram aclimatados as condi¢cbes do laboratério durante 3 dias
antes de serem submetidos ao experimento.

Para o desenvolvimento do nédulo hipodérmico, suspensdes de células B16
F10 (5 x 105 /0,2mL PBS) foram inoculadas subcutaneamente na regiao
interescapular dos animais. No 10° dia apds a inoculagdo os animais foram
distribuidos em grupos e tratados conforme descrito a seguir:

e Grupo 1 (Controle, apenas células B16F10)

e Grupo 2 (Tratado com 6leo essencial de guavira via Gavagem 200mg/kg)
e Grupo 3 (Tratado com 6leo essencial de guavira via Gavagem 300mg/kg)
e Grupo 4 (Tratado com oleo essencial de guavira via |.P 200ug/ml)

e Grupo 5 (Tratado com 6leo essencial de guavira via I.P 300ug/ml)

e Grupo 6 (Tratado via I.P com Doxorrubicina 5mg/kg)

e Grupo 7 (Tratado com 6leo essencial de guavira via (I.P 45mg/ml)

e Grupo 8 (Tratado com 6leo essencial de guavira 3%, via tdpica)

O método de tratamento utilizado para os grupos que receberam o composto
via oral (gavagem) e I.P. (intraperitoneal) foi de uma aplicagdo unica, enquanto o
grupo de tratamento tépico com o éleo essencial, recebeu o composto uma vez ao

dia sempre o mesmo horario por um periodo de 10 dias. A dose utilizada em cada



camundongo foi determinada com base nos calculos obtidos em relagéo a area do
tumor, variando de animal para animal. Para maior precisdo na dose do dleo, utilizou-
se para a aplicagdo um pipetador com ponteira. No 21° dia ap6s a inoculagao das
células (11° dia apés o tratamento), os animais foram submetidos a eutanasia. Os
nodulos da regido dorsal foram retirados para avaliagdo dos seguintes parametros:
peso (g) e volume (mm3). Para a determinagdo da massa tumoral os nédulos foram
pesados em balanga analitica RADWAG®. Os didmetros foram medidos utilizando-
se paquimetro analdgico e o volume obtido por meio da formula de Steel (Dxd2/2),
onde D e d ddo os didametros maiores e menores, respectivamente (NETO et al.,
2002). A partir dai, foi realizado o célculo para definicdo da taxa de inibicao de
crescimento tumoral. Os animais foram pesados no dia 0 (dia da inoculagdo das

células B16-F10), no 10° dia (inicio do tratamento) e 21°dia (eutanasia).

4.9 Analise de Dados

A porcentagem de crescimento celular, conforme indicado por Monks et al.
(1991), foi empregada na criagédo de graficos por regressao nao linear para obtengad
da GI50 utilizando o software de analise de dados Origin 6.0.

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da meédia
comparados com os controles por meio da analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade com auxilio do software 8.0.

Na toxicidade oral aguda, aos dados obtidos aplicaram-se os testes de
analise de variancia (ANOVA) seguido de teste Tukey e teste T (Graph Pad Prism

5®). Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtengao do dleo essencial das folhas da guavira (Campomanesia
Adamantium)

O género Campomanesia (Myrtaceae) compreende espécies de interesse
econdmico e cientifico. Produzem 6leos essenciais (OE), extraidos a partir das folhas,
frutos, sementes, raizes e casca. A Figura 6 representa o 6leo essencial obtido das

folhas da guavira pelo método de hidrodestilagao.



Figura 6 — Oleo essencial de Guavira obtido por hidrodestilagéo
Fonte: Acervo pessoal

Para obtencao de 7ml do 6leo da folha da guavira, foram necessarios 30 kg
de folhas in natura. O rendimento foi calculado em fung¢ao do volume de 6leo em ml,
dividido pela massa em grama de material utilizado multiplicado por 100 (SANTOS et
al., 2004).

Em nosso estudo, o rendimento da extragao do 6leo essencial por hidrodestilagao foi
de 0,023%. Para Coutinho et al, 2008, o rendimento de 6leo obtido a partir das folhas
e flores frescas foi de 0,16% e 0,05%, respectivamente.

Estudos realizados com a casca do fruto da guavira mostram diferentes
variagbes em relagdo ao percentual do 6leo extraido, quando comparados ao
rendimento do 6leo da folha da guavira. Segundo Viscardi et al. (2017), os 6leos
essenciais obtidos da casca da guavira apresentou um rendimento de 0,32% e o da
semente, de 0,98%.

Algumas desvantagens sao evidenciadas neste método de obtencgéo do 6leo
essencial, como a alta temperatura e o tempo prolongado de extragado, levando a
deterioragdo de compostos insaturados e termolabeis, perda de substancias volateis,
baixo rendimento, extracao deficiente, hidrélise de elementos suscetiveis a 4gua e a
necessidade de tratamento pds-extragdo para remogao de agua. Mesmo com estas

ressalvas, trata-se de um método simples, de facil realizacao, custo reduzido e com



potencial de rendimento consideravelmente elevado de 6leo essencial (DANH et al.,
2012; SILVEIRA et al., 2012; HERZI et al., 2013).

5.2 Perfil quimico do 6leo essencial da guavira

Muitas plantas da familia Myrtaceae sao ricas em OEs (NASCIMENTO et al.,
2018; ALVES et al.,, 2020; JESUS et al.,, 2020; SANTANA et al.,, 2020). Os
monoterpenos sao os principais constituintes dos 6éleos volateis dos frutos, enquanto
0s sesquiterpenos s&o compostos majoritarios nas partes restantes das plantas.
Ambos apresentam potencial atividade biolégica (SILVA et al., 2017; ARAUJO et al.,
2019; SANTANA et al., 2020).

Os Oleos essenciais podem apresentar uma variedade de atividades
biolégicas, incluindo antifungica, anti-inflamatéria, analgésica, antiproliferativo e
antioxidante (ALVES et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2018; GARCIA et al., 2020;
MENEZES FILHO et al., 2020; SA et al., 2018; VISCARDI et al., 2017ab).

As folhas in natura da guavira foram coletadas na estagcdo da AGRAER do
municipio de Campo Grande -MS. O OE foi extraido de folhas in natura uma vez que
a secagem natural e artificial da biomassa foliar leva a alteragdo na composi¢ao
quimica de monoterpenos e sesquiterpenos do 6leo essencial (MACHADO et al.,
2013).

O oleo essencial foi obtido por hidrodestilagdo utilizando um aparelho
Clevenger por um periodo de 4 horas, seguido de analises qualitativas e quantitativas

através de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa.



Tabela 2 - Substancias identificadas no 6leo essencial das folhas de guavira (Campomanesia sp)

Pico  *t.uw Nome do composto Formula Massa Area do Pico

molecular Molecular (%)

1 5,528 [-pineno C.H 136 0,58
2 6,671 p-cimeno C.H. 134 0,34
3 6,777 limoneno C.H. 136 5,39
4 6,848 eucaliptol C.H.:O 154 1,59
5 8,753 linalool C.H,O 154 7,01
6 9,200 fenchol C.H,,O 154 0,89
7 10,821 1-borneol C.H..O 154 1,67
8 11,181 4-tepineol C.H..O 154 0,62
9 11,605 o-tepineol C.H,O 154 4,70
10 16,285 bicicloelemeno C:H.. 204 1,00
11 17,522 0-copaeno CsH.. 204 0,85
12 18,028 p-elemeno CiH., 204 1,27
13 18,900 E-cariofileno C:H.. 204 6,38
14 19,496 aromadendreno CH., 204 1,56
15 19,940 o-humuleno C:H.. 204 2,06
16 20,170 desconhecido CH., 204 1,43
17 20,647 desconhecido CiH. 204 0,83
18 20,789 germacreno D CiH., 204 7,14
19 21,283 biciclogermacreno CH., 204 16,86
20 21,774 y-cadineno C:H.. 204 0,65
21 22,047 d-cadineno CH., 204 2,19
22 23,045 germacreno B CiH. 204 0,84
23 23,346 veridiflorol C:H..O 222 0,86
24 23,658 espatulenol C:H..O 220 3,66
25 23,840 desconhecido C:H..O 222 5,64
26 24,067 desconhecido C:H..O 222 2,77
27 24,356 rosifoliol CsH.0 222 1,39
28 24,567 epoxido de humuleno II C:H..O 220 0,85
29 24944 desconhecido C:H..O 222 1,19
30 25,379 desconhecido C:H..O 222 1,16
31 25,476 o-cadinol C:H.O 222 1,56
32 25,832 cadin-4-en-10-ol C:H..O 222 2,35

*t. = tempo de retencao

A Figura 7, representa o perfil cromatografico do éleo essencial extraido de

folhas da guavira, in natura.
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Figura 7 - Perfil cromatografico do 6leo essencial das folhas de guavira

Foram identificadas 32 substancias, das quais muitas se destacam em maior
quantidade, como o biciclogermacreno com 16.86%, linalool 7,01%, germacreno D
7,14%, E-cariofileno 6.38% limoneno 5.39%, a-terpineol 4.70%. Neste contexto vale
ressaltar que muitos destes compostos foram identificadas também em outros tipos
de plantas, tais como: Créton sondariamos, limao, gengibre, Cardiopetalum
calophyllum, cravo da india, frutas citricas, eucalipto.

Os monoterpenos a-pineno, B-pineno, o-cimeno e D-limoneno presentes no
oleo essencial das folhas de Campomanesia adamantium também foram
identificados no 6leo essencial dos frutos da mesma espécie por Oliveira, J. D. D.
(2015). Estudos apontam que o Bpineno, juntamente com o a-pineno e outros
terpenos, possuem propriedades citotoxicas, lipofilicas, bactericidas, fungicidas,
inseticidas, anticarcinogénicas, pesticidas, antioxidantes e sedativas (Mercier et al.,
2009). Os oleos essenciais contendo terpenos, terpenodides, fenilpropenos
apresentam atividades antimicrobianas (HYLDGAARD et al., 2012).

Entre os componentes encontrados no 6leo essencial das folhas de guavira,
aparece com destaque o sesquiterpeno espatulenol. Este composto ndo s6 contribui
para o aroma de diversos oleos utilizados na industria de perfumes, como também
apresenta propriedades antibacterianas e atividade citotoxica moderada em células
do tipo KB (SANTOS et al., 2012; LIMBERGER et al., 2004).



Resultados um pouco diferentes foram encontrados por Coutinho et al., 2009, que
encontrou limoneno (21,9%), a-pineno (13,4%) e B-pineno (9,0%). Essas diferencas
podem estar associadas ao fato de que a coleta ocorreu durante as fases de floragao,
frutificacdo. Na floragdo as substancias majoritarias foram monoterpenos (limoneno,
a-pineno e B-pineno) e durante o estagio vegetativo as substancias majoritarias foram
sesquiterpenos (biciclogermacreno e globulol). A produgao e os diferentes tipos de
terpenos podem ser influenciados por fatores ambientais, como variagées na luz,
temperatura e umidade (LIMA et al., 2003). No periodo de floragéo, a planta enfrentou
chuvas e temperaturas elevadas na primavera, enquanto na fase vegetativa, ela
passou por condicdes de seca e temperaturas mais baixas no outono. Durante os
estagios de frutificagcdo, a distribuicdo relativa dos compostos é claramente
equilibrada entre monoterpenos e sesquiterpenos, caracterizada por altas
temperaturas e menor quantidade de chuva no verdo. A variagdo quimica também
pode estar associada a uma adaptacdo da polinizagao por diferentes espécies de
insetos, em funcéo da estratégia reprodutiva da planta (STEFANELLO et al., 2006)
Além dos fatores acima mencionados que contribuem para as diferengcas na
composi¢cao quimica dos 6leos essenciais, as diferentes altitudes e tipos de solo entre
nossas areas de coleta de amostras também podem ser um fator relevante neste
contexto o pode explicar a diferenca em relacdo ao estudo de estamos
desenvolvendo, pois neste caso a coleta foi realizada no més de abril, periodo estes
pos colheita onde ja n&o encontra-se flores e frutos, enquanto que no nosso estudo a
coleta foi realizada em um unico local, e em um periodo de menor umidade fator este
que pode contribuir diretamente para a diferenca no percentual do éleo, uma vez que

estes compostos séo volateis conforme descrito na metodologia.

5.3 Citotoxicidade

A Tabela 3 apresenta os valores das concentragdes que inibem 50% do
crescimento das células (G150) expressos em pg/ml, o que revela a seletividade de
um composto em células neoplasicas em comparagcdo as normais, evidenciando o
potencial desse composto para aplicagcbes em testes clinicos. Neste estudo,
consideramos como ativos os valores de GI50 inferiores a 250 pg/ml e como inativos

aqueles superiores a 250 pg/ml.



Para a determinacdo da Citotoxicidade do 6leo essencial da C. Adamantium

foram utilizadas as linhagens 3T3 (fibroblasto murino) (ATCC CRL-1658) e HUVEC
(células endoteliais de cordao umbilical) (ATCC CRL1730). Utilizou-se o ensaio de
citotoxicidade com a sulforrodamina B (SRB).
ApoOs a leitura da placa em leitor de Elisa, foi determinada a GI50 determinada
utilizando o software Origin 6.0. O Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos
(NCI) em seu programa de triagem de drogas anticancer considera potente atividade
antineoplasica valores GI50 < 4,0 ug/mL. No presente estudo, os compostos foram
considerados inativos quando GI150> 250ug/mL.

Como controle positivo utilizamos a doxorrubicina que causa inibicao do
crescimento celular mesmo em linhagens normais. O 6leo da guavira foi testado em
quatro concentragdes diferentes: 0.25ug/ml/ 2.5 pg/ml/ 25 pug/ml e 250ug/ml. A
determinacao da atividade citotoxica mostrou-se eficaz na triagem para descoberta

de novos agentes antitumorais (Cragg; Newman, 2005).

Tabela 3 - Valores encontrados de GI50* (ug/mL) para doxorrubicina (controle positivo) e 6leo de
guavira em linhagens de células normais

LINHAGENS NORMAIS GI50 OLEO DE GUAVIRA G150 DOXORRUBICINA
3T3 (fibroblastos murino) > 250 pg/mi 0,25 pg/ml

HUVEC (células de cordao > 250 pg/mi 0,023 pg/ml

umbilical)

* Concentracao que inibe 50% do crescimento celular foi determinada por analise de regresséo néo-
linear utilizando Programa ORIGIN 6,0.

O dleo nao apresentou atividade citotoxica em células de fibroblastos murino e
em células endoteliais do cordao umbilical (GI50 = 250ug/ml), para complementar os
resultados encontrados, foram realizados estudos de toxicidade oral aguda de forma

a contribuir com o potencial terapéutico deste dleo.

5.4 Atividade anticancer in vitro do 6leo

Foi utilizada a linhagem celular neoplasica B16-F10 (ATCC CRL-6322,
melanoma murino). Os valores de GI50 (a concentragdo que inibe 50% do
crescimento) para 6leo das folhas de guavira e para a doxorrubicina estao

apresentados abaixo (Tabela 4):



Tabela 4 - Valores encontrados de G150* para a doxorrubicina (controle positivo) e o 6leo de guavira
em linhagem B16F10.

LINHAGEM Neoplasica GI50 OLEO DE GUAVIRA G150 DOXORRUBICINA

B16F10 2.85 pg/ml 0.025 pg/ml

* Concentracao que inibe 50% do crescimento celular foi determinada por analise de regressdo nao-
linear utilizando Programa ORIGIN 6,0.

Ensaios biolégicos fornecem evidéncias que os Oleos essenciais da familia
familia Myrtaceae @ tém atividades contra o céancer (ALVES et al.,, 2020;
VASCONCELOQOS et al., 2021).

Estudos comprovam que o mirtenal e o mirtenol, extraidos das folhas de C.
guaviroba, apresentam citotoxicidade (IC50 = 19,31ug-mL-1) com diversas linhagens
de células de leucemia humana (Pascoal et al., 2011). Espatulenol, germacreno-B, 3-
cariofileno, B- éxido de cariofileno, B-mirceno e a-pineno (apenas os dois ultimos nao
sdo sesquiterpenos) das folhas de C. adamantium tinham efeitos antiproliferativos
contra células tumorais humanas (GM07492A, fibroblastos pulmonares) (Alves et al.,
2020). O espatulenoal, tipicamente um constituinte dominante dos OE nas folhas de C.
adamantium (Oliveira et al., 2016) foi eficaz contra uma linhagem celular MCF-7
(carcinoma de mama) (NASCIMENTO et al., 2018).

A atividade antiproliferativa do 6leo essencial das folhas de C. adamantium
foi avaliada em diferentes linhagens de células tumorais humanas: adenocarcinoma
de mama (MCF-7), adenocarcinoma cervical (HeLa) e gliobastoma (M059J), além de,
uma linhagem celular humana normal (GM07492A, fibroblastos pulmonares). O 6leo
essencial exibiu menores valores de Clso (77 a 80) em todas as linhagens celulares
tumorais avaliadas, sendo menores que aquele obtido na linhagem celular normal
IC50 = 369.8 ug/mL (ALVES et al., 2020).

5.5 Calculo do indice de seletividade do 6leo essencial de guavira

O indice de seletividade foi calculado apés ensaio com linhagem
neoplasica, indicando o potencial uso deste composto em testes clinicos. Assim, o IS
corresponde a divisdo entre o valor da G150 de cada composto teste na linhagem de
células normais NIH/3T3 e HUVEC (células de corddao umbilical) e a GI50 obtida em

B16F10. O IS obtido foi de 87.71 para ambas as linhagens normais (murino e



humana). Valores de IS maiores que 10 indicam seletividade da amostra para
linhagem neoplasica (INDRAYANTO et al., 2021).

No estudo realizado por Alves et al.,, 2020, o indice de seletividade foi
calculado por meio da razao entre o valor IC50 do 6leo essencial obtidos para células
GMO07492A (fibroblastos pulmonares) e os valores encontrados para as linhagens
celulares tumorais testadas variou de 4.6 a 4.8, valor menor que o apresentao em

nosso estudo na linhagem B16F10 testada.

5.6 Avaliagao da toxicidade do 6leo da guavira

O referido ensaio foi realizado com 13 camundongos da linhagem BALB/C,
todos machos, pesando em média 28 g. oriundos do Biotério Central do Instituto de
Biociéncias (INBIO/UFMS). Foram mantidos 3 animais por gaiola (dimensao 40 x 35
x 17 cm), com ciclo de claro/escuro de 12 horas, em temperatura controlada de
aproximadamente 23°C, com ragao e agua a vontade.

A troca de maravalha ocorreu 3 vezes por semana, a reposi¢cao de agua e ragao
obedeceu ao mesmo critério, por um periodo total de 24 dias, sendo destes, 17 dias
do experimento e 7 dias de adaptagdo dos camundongos.

Apods 3 dias de adaptacao, os animais foram separados em 5 grupos, sendo 4
grupos com (n=3) e um (n=1) que foi o grupo controle. Para o ensaio, foram
realizadas diluicdes do o6leo da folha de Guavira, em azeite de oliva, nas
concentragdes de 2000mg/kg, 300 mg/kg, 50mg/kg e 5 mg/kg, cada concentragao
para um grupo (dose de 200ul), totalizando os 12 camundongos do ensaio, acrescido
de 1 animal como controle (n&o recebeu substancia). Os animais foram observados
e avaliados por um periodo de 17 dias, até a eutanasia e coleta de 6rgaos.

ApOs a aplicagdo da dose mais alta de 2000mg/kg, um animal veio a obito,
restando 12 camundongos, sendo 2 na caixa de 2000mg/kg, 3 na caixa de 300mg/kg,
3 na caixa de 50mg/kg, 3 na caixa de 5mg/kg e 1 na caixa de controle.

Os parametros avaliados apds a administragdo foram: Anestesia, atividade,
forgca, resposta ao toque, tremores, locomogado, frémito vocal, irritabilidade,
contorgao, ptose, lacrimacao, respiragao, ataxia, alimentagao e agua. A avaliagao foi

realizada apds o prazo de 30 minutos, 1hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas,12 horas, 24



horas, 3 dias, 6 dias, 7 dias, 10 dias, 12 dias, 17 dias. No ultimo dia, foi realizado
novamente o peso médio, sendo o mesmo de 27,9g e 30 g. para o controle.
Os parametros avaliados encontram-se descritos nas tabelas abaixo

considerando as diferentes concentragdes do 6leo administradas via gavagem.



Quadro 1 - Avaliagédo do grupo (C) e tratado (T) com 2000mg/kg em relagdo ao tempo em horas

(H) e dias (D)
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Quadro 2 - Avaliagédo do grupo (C) e tratado (T) com 300mg/kg em relagcado ao tempo em horas (H)

e dias (D)
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Quadro 3 - Avaliagéo do grupo (C) e tratado (T) com 50mg/kg em relagdo ao tempo em horas (H) e

dias (D)
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Quadro 4 - Avaliagédo do grupo (C) e tratado (T) com 5 mg/kg em relagdo ao tempo em horas (H) e

dias (D)

0,5h 1h 2h 4h eh 12h 24h 3d e&d 7d 10d 17d

Grupo 4
5me/ke

Parametro

-

0

0

0

0|0

0 |0

0 |0

C

C

c

C

Anestesia

Atividade

Forga para agarrar

Resposta ao toque

Tremores

Locomogdo

Frémito vocal

Irritabilidade

Contorgdo

Ptose

Lacrimacdo

Respiragao

Ataxia

Alimentagdo com

dgua

Alimentagio com

comida




Na observacao dos camundongos percebeu-se que na dose mais elevada de
2000mg/kg entre as primeiras horas até o 3° dia, apresentou sinais de intoxicagcao
bem evidentes, como falta de locomocgao, interagdo, pouca resposta a estimulos
como toque e forga para agarrar, erigamento de pelos, ptose persistente e perda de
apetite, sede e obito. Apds o 3° dia, houve regressao dos sintomas, porém houve um
desenvolvimento de uma ascite nao muito evidente em apenas um camundongo, que
persistiu até o dia da eutanasia, mas néao limitou a evolugdo do camundongo e nao
foi evidenciado danos durante a analise macroscépica dos 6rgaos.

Em relacdo aos camundongos que receberam a dose de 300mg/kg, houve
sinais de uma intoxicagdo moderada que nao atingiu a todos e a presenga de
sintomas como ericamento de pelo, ptose persistente, ataxia leve, média resposta ao
estimulo do toque e diminuicdo da hidratagao e alimentacgéo, indica necessidade de
rever esta dose, mesmo diante do exposto, com regressao gradual dos sintomas ao
decorrer dos dias, todos permaneceram vivos até o dia da eutanasia.

Com o grupo de camundongos que receberam a dose de 50mg/kg e 5mg/kg
nao houve diferenca substancial de comportamento e pouco sinais de toxicidade,
sendo o mais evidente uma hiperatividade incomum que resultou em uma maior
irritabilidade, porém estes sintomas nao reduziram suas fungdes vitais, e os
camundongos seguiram bem até o dia da eutanasia.

Estudos conduzidos por Viscardi et al. 2017 avaliaram a toxicidade do dleo
essencial da casca e semente de frutos de C. adamantium em modelo animal. Os
animais foram tratados com doses de 100 and 300 mg/kg e nao apresentaram sinais
clinicos de toxicidade nos animais. Foi observado diminui¢ao significativa (P<0,01)
na migragao de leucécitos na dose de 300 mg/kg. Embora estes resultados nao
expressam dados do 6leo essencial das folhas, corroboram com a baixa toxicidade

encontrada neste estudo na concentragao de 300mg/kg.

5.7 Avaliagao da atividade antitumoral em melanoma murino

Os resultados obtidos evidenciam uma diminuicdo do peso e volume dos
nddulos dos animais tratados com o 6leo essencial das folhas da guavira nas
diferentes concentragbes e vias de administracdo do 6leo nos camundongos

inoculados com células B16F10.



Foram verificados diferenga estatistica significativa dos pesos entre o grupo Controle

(Somente células) e os demais grupos (p < 0.01) (Tabela 5).

Tabela 5 — Valores referentes ao peso e volume tumoral dos nédulos obtidos dos grupos tratados

com Oleo essencial de guavira

GRUPOS TRATADOS PESO (mg) VOLUME (cm ?)

Grupo 1 (Controle - apenas 738,2 + 275,8 0,9506 * 0,3801
células B16) (n = 6)

Grupo 2 (Gavagem 228,03 + 98,84 0,7167 + 0,4319
200mg/kg (n =9)

Grupo 3 (Gavagem 91,81 + 14,13* 0,1158 + 0,0373
300mg/kg) (n=9)

Grupo 4 (I.P 200ug/ml) 156,8 + 36,46* 0,0991 + 0,0327
(n=9)

Grupo 5 (I.P 300ug/ml) 168,2 + 57,73 0,1425 + 0,0377
(n=9)

Grupo 6 (.P) Doxo 195,13 + 98,47* 0,1350 + 0,0788

5mg/kg) n = 6)

Grupo 7 (I.P 45mg/ml) 159,0 £ 22,50* 0,0200 + 0,0075
(n=6)
Grupo 8 (6leo de guavira  a 3%) (n = 6) 89,08 + 23,35* 0,1110 = 0,0254

Resultados expressos como média £ EPM.
* = diferencga significativa entre controle e grupo tratado (ANOVA, seguida de teste de Tukey, p <

0.01)
A tabela 5 mostra que as maiores reducdes nos pesos dos tumores foram

nos grupos G3 e G8, com um percentual de inibicdo do crescimento celular de
87,56% e 87,93% respectivamente), indicando que o éleo de guavira 300mg/kg
administrada via gavagem foi t&o efetivo quanto o 6leo de guavira 3%, via topica.
Os grupos tratados com Doxorrubicina intraperitoneal 5mg/kg e 6leo de guavira
200mg/kg, via gavagem foram os grupos com menor redu¢ao nos pesos dos nédulos
com (73,56% e 69,10%).



Referente aos volumes dos grupos tratados, embora n&do apresentando
diferenga estatistica significativa em relagdo ao controle, observou-se que a maior
inibicdo nos volumes dos nddulos foi no Grupo 7 (6leo de guavira |.P 45mg/ml), com
97,89%.

Enquanto o Grupo 2 (6leo de guavira (Gavagem 200mg/kg) foi o grupo que
apresentou a menor redugao no volume tumoral, de 25,09%. Para os demais grupos
a redugao dos volumes variou de 85.01 a 88,32%.

Para uma melhor visualizagdo dos resultados a Figura 8 demonstra os

valores dos pesos e nédulos obtidos apds tratamento com dleo de guavira.
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Figura 8 - Efeito antitumoral dos tratamentos em modelo experimental murino. Resultados em relagdo

ao peso (A) e volume (B) dos nddulos apds os tratamentos. Os dados estdo expressos como média
erro padrdo da média. * p < 0.05 (ANOVA seguido de pos teste de Tukey). Grupo 1 (Grupo Controle,
células B16F10). Grupo 2 (Oleo essencial de guavira, via gavagem, 200mg/kg). Grupo 3 (Oleo
essencial de guavira, via gavagem, 300mg/kg). Grupo 4 (Oleo essencial de guavira, via intraperitoneal,
200ug/ml). Grupo 5 (Oleo essencial de guavira, via intraperitoneal, 300ug/ml). Grupo 6 (Oleo essencial
de guavira, via intraperitoneal, Doxorrubicina 5mg/kg). Grupo 7 (Oleo essencial de guavira, via
intraperitoneal, 45mg/ml). Grupo 8 (Oleo essencial de guavira 3%, via tépica).

Salomao et al., 2024 avaliou a atividade antitumoral de dois extratos de frutos
de Campomanesia adamantium em modelos in vitro e in vivo de metastase pulmonar
de melanoma. Extratos de polpa e casca foram extraidos de frutas frescas utilizando
diclorometano como solvente. Os resultados indicaram Glso préximo ou abaixo de 30
e efeito citocida sobre algumas linhagens tumorais, assim como também

apresentaram um alto indice de seletividade, principalmente para células de de



glioma (U-251) e leucemia (K562), sem o comprometimento das células nao tumorais.
No ensaio in vivo, em modelo de metastase pulmonar houve inibicao do crescimento
tumoral e reducao da implantacdo metastatica tumoral nos pulmdes, sem apresentar
toxicidade aos animais.

Lima e Silva et al. (2018) descreve grande potencial antiproliferativo in vitro do
extrato do fruto da guavira e de cinco isolados ativos com agao antiproliferativa sobre
as ceélulas cancerigenas, podendo ser considerado um potencial agente anticancer
para o tratamento da doenca.

Estes resultados, embora com extratos das folhas da guavira, corroboram com
os resultados encontrados em nosso estudo, com 6leo essencial, tanto in vitro quanto
em modelo animal, indicando o potencial efeito antitumoral desta planta necessitando

assim de mais pesquisas sobre seus compostos ativos.



6 Conclusoes

O método utilizado para extragado de oleos essenciais foi de hidrodestilagdo
por arraste a vapor e o rendimento obtido foi de 0.023%.

O perfil quimico do 6leo das folhas da guavira identificou 32 substancias,
dentre estas: biciclogermacreno com 16.86%, linalool 7,01%, germacreno D 7,14%,
E-cariofileno 6.38% limoneno 5.39%, a-terpineol 4.70%.

O d6leo nao apresentou atividade citotdxica em células de fibroblastos murino
e em células endoteliais do cordao umbilical (GI50 > 250ug/ml).

O oleo essencial demonstrou atividade citotoxica contra células de
melanoma murino B16F10. A citotoxicidade em células normais (fibroblastos
murinos 3T3 e células endoteliais de corddao umbilical humano - HUVEC) foi
minima, sugerindo seletividade para células tumorais.

Houve sinais de intoxicacdo bem evidentes na dose mais elevada
(2000mg/kg), os camundongos tratados com 300 mg/kg apresentaram sinais
moderados de intoxicagdo, porém, nas doses de 50mg/kg e 5 mg/kg ndo houve
alteracdo de comportamento, indicando baixa toxicidade.

Nos experimentos de atividade anticancer ocorreu diminuicdo do peso e
volume dos nddulos dos animais tratados com o 6leo essencial das folhas da guavira
nas diferentes concentragdes e vias de administracdo do 6leo essencial

A aplicagao do 6leo de guavira a 3% foi a via que apresentou a maior redugao
do peso tumoral (87,93%)

A administracdo do 6leo essencial por gavagem (300 mg/kg) e aplicagao
tépica (3%) resultou em reducéo significativa no peso e volume tumoral em
camundongos com melanoma. Os resultados foram comparaveis ao tratamento

com Doxorrubicina, demonstrando o potencial anticancer do 6leo essencial.



7 Consideragoes finais

Os estudos demonstraram que o oleo essencial da folha da guavira apresenta
efeito anticancer in vitro e in vivo e podem servir como potencial agente anticancer
para o melanoma. Os resultados promissores incentivam o avango da pesquisa,
uma vez que o oleo ndo apresentou citotoxicidade nas linhagens normais testadas,
corroborando com o resultado da toxicidade oral aguda até a concentragdo de
2000mg/Kg de peso.

Estudos futuros sobre mecanismo de acado, toxicidade crbnica,
mutagenicidade devem ser realizados a fim de contribuir para o avango de novos

agentes anticancer advindos da biodiversidade do cerrado.
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Diversas plantas sdao conhecidas por contribuirem no desenvolvimento de substancias anticancerigenas, conforme
apontado na literatura. Entre essas plantas, destacam-se: Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), Taxus baccata L. (Taxaceae),
Catharanthus roseus L. G. Don. (Apocynaceae), Camptotheca acuminata Decne. (Cornaceae), Podophyllum peltatum L.
(Berberidaceae), Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae) e Capraria biflora L. Estas espécies deram origem a medicamentos
importantes, tais como paclitaxel, docetaxel, vincristina, vimblastina, irinotecan, topotecan, etoposideo, eteniposideo,
piplartina e biflorina. Os mecanismos de agdo desses compostos estido relacionados com os microtubulos, o ciclo celular e
as tubulinas celulares, resultando na inibigao do ciclo celular e na indugao da apoptose. A utilizagao de extratos naturais
na produgao de farmacos é respaldada pela legislagdo e tém se mostrado eficazes no tratamento do cancer (FREIRE E
ALVES, 2014).



