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RESUMO

O céncer pode ser considerado uma doenca genética complexa, que resulta de alteragdes
simultaneas em genes geralmente relacionados a proliferacao, diferenciacdo e morte celular.
Os produtos naturais sdo amplamente utilizados no tratamento do cancer. Croton grewioides é
conhecida popularmente como “canelinha” ou “canelinha-de-cheiro” ¢ é uma espécie pouco
relatada na literatura tanto do ponto de vista farmacoldgico como toxicolégico. O estudo
fitoquimico caracterizou o 6leo essencial obtido das folhas, que tem como constituinte
marjoritario o a-pineno. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antitumoral e
toxicidade do 0leo essencial das folhas de C. grewioides (O.E.C.), através de ensaios in vitro e
in vivo. No bioensaio frente A. salina, o valor de CLsy obtido foi 191,4 (185,4 — 197,6)
ug/mL. O valor de CHso obtido no experimento de citotoxicidade em eritrocitos (hemdlise)
foi 370,3 (357,0 — 384,0) ug/mL. Na avaliacdo de citotoxicidade em células tumorais Sarcoma
180, através do ensaio de reducdo do MTT, o O.E.C. mostrou uma inibi¢do do crescimento
tumoral, de maneira concentracdo-dependente, com valor de Clsy de 217,7 (212,6 - 223,0)
pg/mL. Durante o0 ensaio de toxicidade aguda, os animais apresentaram alteragdes
comportamentais depressoras. O valor estimado da DLs obtido foi 366,1 mg/kg. Na avaliacdo
da atividade antitumoral in vivo frente sarcoma 180, as taxas de inibicdo do crescimento
tumoral foram, 19,3 e 39,7 % apds tratamento com 60 e 120 mg/kg do O.E.C,,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle. As andlises toxicologicas desses
animais mostraram que ndo houve alteracdo no indice de bago e timo ap6s os tratamentos,
alteracdes estas que ocorrem com quimioterapicos utilizados na pratica clinica, nem dos rins,
coragdo e figado, quando comparado ao grupo controle transplantado. Portanto, € possivel
inferir que o O.E.C. ndo apresentou atividade imunoestimulante como parte do seu
mecanismo de acdo antitumoral, porém, também ndo produziu imunossupressao, que
representa um dos principais efeitos indesejaveis da maioria dos quimioterapicos utilizados na
pratica clinica.

Palavras-chave: Croton grewioides. Oleo essencial. Atividade antitumoral. Toxicidade.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento sustentadvel de um pais depende essencialmente de uma politica
consistente de educacdo, ciéncia, tecnologia e inovacdo, sustentada na preservacdo da
natureza, na biodiversidade e na exploracdo racional de fontes naturais necessarias para
alimentacdo, avango social e econdmico, num cenario que assegura a manutencao da saude e
a cura de doengas (BRAZ FILHO, 2010).

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo sé pelos recursos
oferecidos para sua manutencao, mas por ser sua principal fonte de inspiracdo e aprendizado.
A busca incessante pela compreensédo das leis naturais e o desafio de transpor barreiras a sua
sobrevivéncia, como o clima e as doencas, levaram o homem ao atual estdgio de
desenvolvimento cientifico, mesmo ap6s o avanco tecnoldgico observado nos dias de hoje
(VIEGAS JR; BOLZANI e BARREIRO, 2006).

Substancias organicas originadas de fontes naturais ha muito tempo sdo utilizadas
pelos homens no tratamento de inimeras enfermidades. Plantas, fungos, insetos, organismos
marinhos e bactérias sdo fontes importantes de substancias biologicamente ativas, sendo que a
maioria dos farmacos em uso clinico ou sdo de origem natural ou foram desenvolvidos por
sintese quimica planejada a partir de produtos naturais (BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Os produtos naturais com propriedades terapéuticas constituem uma importante fonte
de novos compostos biologicamente ativos e vém sendo utilizados em muitas partes do
mundo ao longo de décadas, despertando o interesse de varios pesquisadores (ARAUJO,
2011).

Inimeras pesquisas evidenciam que produtos naturais representam a principal fonte da
diversidade quimica durante a conducdo de novas descobertas no ramo farmacéutico (FIRN;
JONES, 2003; MISHRA; TIWARI, 2011). Assim, a natureza continua a influenciar na
concessdo de novas moléculas importantes no desenvolvimento de medicamentos para o
tratamento de diversas enfermidades, dentre elas, diabetes, infeccbes, doenca de Alzheimer,
cancer, entre outras (LAM, 2007).

As indlstrias farmacéuticas foram e continuam sendo beneficiadas pelos
conhecimentos populares sobre o uso medicinal das plantas. Estima-se que mais de 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes naturais: 25%
de plantas, 13% de micro-organismos e 3% de animais. As chances de se obter novas
entidades quimicas de plantas, animais, fungos e bactérias sdo reais. Mesmo que a nova

entidade quimica ndo passe em todos os testes clinicos, ela servird de modelo para a sintese de
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novos candidatos a farmaco. Além disso, um terco dos medicamentos mais prescritos e
vendidos no mundo foi desenvolvido a partir de produtos naturais. No caso das drogas
antitumorais e dos antibidticos, por exemplo, esse percentual atinge cerca de 70% (VEIGA-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; FERREIRA; PINTO, 2010; BRASIL, 2011).

O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com
20% de toda a flora mundial e aproximadamente 55.000 espécies vegetais catalogadas de um
total estimado entre 350.000 e 550.000. Esse imenso patriménio genético é considerado como
uma fonte de substancias biologicamente ativas e sua preservacdo é fundamental tanto pelo
valor intrinseco dessa imensa riqueza biolégica como pelo seu enorme potencial como fonte
de novos farmacos (SIMOES et al., 2004; HEINZMANN; BARROS, 2007; BARREIRO;
BOLZANI, 2009). Ha cerca de 100.000 espécies vegetais catalogadas, mas somente 8%
foram estudadas quanto a sua quimica, e estima-se que apenas 1.100 espécies tenham sido
avaliadas quanto as suas propriedades terapéuticas e/ou toxicas (VARANDA, 2006).

Dentre os produtos obtidos de espécies vegetais estdo 0s Oleos essenciais, que
ganharam popularidade e tém despertado o interesse de pesquisadores em todo o mundo
(FONTENELLE, 2008). Devido a sua complexa composicdo, 0s O0leos essenciais
demonstram, entre muitas outras atividades farmacoldgicas descritas, a inibicdo do
crescimento de células tumorais, tanto in vitro como in vivo (LAHLOU, 2004; SOEUR et al.,
2011; BRITTO et al., 2012). Portanto, 6leos essenciais de composicdo quimica variada,
obtidos de espécies pouco estudadas do ponto de vista farmacoldgico, representam um dos
tipos de derivados vegetais mais promissores na busca por alternativas farmacoldgicas, mais
ativas e menos toxicas contra o cancer.

Um alvo iminente ao qual muitos estudos das ciéncias da salde tem se dirigido, no
sentido de prolongar a vida humana é a oncologia. Conhecido hd muitos séculos, o cancer foi
amplamente considerado como uma doenca dos paises desenvolvidos e com grandes recursos
financeiros. Ha& aproximadamente quatro décadas, a situacdo vem mudando, e a maior parte
do 6nus global do cancer pode ser observada em paises em desenvolvimento, principalmente
aqueles com poucos e médios recursos (BRASIL, 2011).

O céancer é uma doenca com elevado indice de mortalidade, que atinge anualmente
milhGes de pessoas ao redor do mundo e estes nimeros vém aumentando progressivamente.
Embora tenha havido muito progresso na terapia do cancer, muitos tumores ainda sdo de
dificil remissdo (RIVA et al., 2012). A descoberta de farmacos antineoplasicos de facil
administragdo e com poucos ou insignificantes efeitos colaterais € uma das principais metas
buscadas pelos pesquisadores da area (COSTA-LOTUFO et al., 2010).
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Os fitoterapicos sdo utilizados por automedicacdo ou por prescricdo médica e a maior
parte ndo tem o seu perfil toxico bem conhecido. Atualmente estdo incorporados aos varios
Programas de Fitoterapia como opcéo terapéutica eficaz e pouco custosa. Nos ultimos anos,
varios paises da Europa, como Reino Unido e Alemanha, vem reconhecendo a importancia de
monitorar esses efeitos tdxicos das plantas utilizadas terapeuticamente em seus paises e
muitas delas foram retiradas do mercado devido a importantes efeitos toxicos e risco para uso
humano (SILVEIRA et al., 2008).

Em busca de alternativas para a terapéutica de doencas de tamanho impacto, tal qual o
cancer, a populacdo faz uso da fitoterapia, tomando como base para o consumo de plantas
medicinais da flora nativa, pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades
farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou comerciantes, expondo-se assim, a riscos
(BRANDAO et al., 2006). Um dos motivos para essa busca na fitoterapia, ndo s6 pela
populacdo isoladamente como pelos pesquisadores, € a necessidade de novas alternativas
medicamentosas para melhorar a eficicia do tratamento do cancer, uma vez que a morbidade
associada aos quimioterapicos ainda ¢ um obstaculo significativo. A descoberta de farmacos
antineoplasicos de facil administracdo e com poucos ou insignificantes efeitos colaterais é
uma das principais metas buscadas pelos pesquisadores da area (COSTA-LOTUFO et al.,
2010).

Desta forma, ratifica-se a importancia e necessidade dos estudos com produtos
naturais, e vislumbrando o potencial farmacolégico da familia Euphorbiaceae e reconhecendo
a importancia do género Croton optamos por enveredar os estudos da espécie Croton
grewioides BAILL. mais especificamente do 6leo essencial das folhas desta planta, cujos
estudos farmacologicos ainda sdo pouco conhecidos, o que podera conduzir a descoberta de

novas fontes de substancias naturais ativas com atividade antitumoral.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Cancer

A proliferacéo e diferenciagdo morfoldgica e funcional sdo processos essenciais para
0s seres Vvivos. Esses dois processos sao mantidos através do controle de um sistema integrado
e complexo que mantém a populacdo celular dentro de limites fisiologicos. De forma nédo
surpreendente, com certa frequéncia, surgem transtornos nos mecanismos que 0s controlam.
AlteracGes nesse sistema regulador resultam em distarbios do crescimento e da diferenciacao
ou distarbios de ambos ao mesmo tempo, e uma das consequéncias € a proliferacdo anémala
de células, as chamadas neoplasias (FERREIRA; ROCHA, 2004; PORTUGAL, 2012).

Dessa forma, o termo cancer é empregado para designar mais de uma centena de
diferentes doencas heterogéneas do material genético que promovem alteragdes essenciais na
fisiologia da célula. Dentre essas alteracbes podem ser citadas: auto-suficiéncia em relagédo
aos fatores de crescimento; insensibilidade aos inibidores de crescimento; evasdo a morte
celular programada por apoptose; potencial ilimitado de replicacdo; angiogénese aumentada;
invasdo tecidual e metéstase (LUO, 2009). A capacidade de invadir os tecidos vizinhos e de
formar as metastases é responsavel, em ultima analise, pela morte de dois a cada trés
pacientes com o diagndstico de cancer (OTAKE; CHAMMAS e ZATZ, 2006).

O processo de transformacdo de uma célula normal em célula tumoral geralmente é
resultado de um processo multifatorial, que inclui a interacdo de fatores genéticos e trés
categorias de agentes externos: carcindgenos fisicos (como ultravioleta e radiacdo ionizante),
carcindgenos quimicos (como varios constituintes da fumaca do cigarro ou contaminantes de
agua e alimentos) e carcindgenos biolégicos (como infeccdes por determinados virus,
bactérias e parasitas), além do estilo de vida do individuo (WHO, 2011; SILVA, 2011)

As caracteristicas morfologicas mais marcantes das células cancerosas s&o: i)
anormalidades no nuacleo: volumoso, multiplos, nucléolos visiveis, hiperploidia; ii)
anormalidades no tamanho das células: heterogéneas; iii) anormalidades citoplasmaticas:
aumento da relagéo citoplasma-nucleo; iv) anormalidades da membrana citoplasmatica: perda
da inibig&o por contato, modificacdo da adesividade, modificacdo dos antigenos de superficie,
entre outras (APTSIAURI et al., 2007).

O cancer é uma das principais causas de mortalidade no mundo, representando cerca

de um oitavo do total de mortes. Sua incidéncia é fortemente afetada por aspectos
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demograficos, como o envelhecimento da populagdo, habitos de alimentacdo e, em especial,
fatores ambientais como a incidéncia de raios ultra-violeta (MATSUO et al., 2010). Nas
ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensdo maior, convertendo-se em um evidente
problema de satde publica mundial. A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) estima que, no
ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes
por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer (BRASIL, 2011).

No Brasil, de acordo com Instituto Nacional de Cancer (INCA) o numero estimado
para 2012/2013 é de 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos de cancer de pele ndo
melanoma, que € o tipo mais incidente para ambos 0s sexos (134 mil casos novos), seguido de
prostata (60 mil), mama feminina (53 mil), c6lon e reto (30 mil), pulméo (27 mil), estbmago
(20 mil) e colo do utero (18 mil), reforcando a magnitude do problema do cancer no pais
(BRASIL, 2011).

Diante desse cenério, fica clara a necessidade de continuidade em investimentos no
desenvolvimento de acBes abrangentes para o controle do cancer, nos diferentes niveis de
atuacdo, como: na promocao da saude, na deteccdo precoce, na assisténcia aos pacientes, na
vigilancia, na formacdo de recursos humanos, na comunicacdo e mobilizacdo social, assim
como na pesquisa, possibilitando um conhecimento maior da etiologia da doenga e o desenho
de novas e eficazes estratégias terapéuticas, menos toxicas e mais especificas para cada
paciente e para cada tipo especifico de tumor (FERREIRA e ROCHA, 2004).

2.2 Modelos experimentais no estudo do cancer

O tratamento do cancer vem sendo suportado por terapias convencionais, as quais
causam sérios efeitos colaterais, podendo ainda desencadear processos de resisténcia ao
agente usado no tratamento, e no melhor dos casos, conseguem estender meramente a vida do
paciente por alguns anos, ndo aliando a isto uma melhora na sua qualidade de vida. H& assim,
uma clara necessidade de utilizar conceitos e/ou terapias alternativas na prevencdo e
tratamento do cancer (REDDY et al., 2003).

A Dbusca por quimioterdpicos tem aumentado com o objetivo de se encontrar
tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que visem a descoberta de novas estratégias que
impecam o0 avanco da doenga. Baseadas em avangos significativos no conhecimento da
biologia do céancer, as pesquisas buscam moléculas que atuem com mecanismos especificos
para cada tipo da enfermidade, como inibicdo da polimerizacdo da tubulina, atuacdo no DNA,

bloqueadores enzimaticos ou de microtubulos celulares (BRANDAO et al., 2010). Dessa
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forma, a Oncologia Experimental procura estudar os mecanismos de desenvolvimento das
neoplasias em modelos experimentais, assim como encontrar as possiveis formas de trata-las
(COSTA-LOTUEFO, 2010).

Para a descoberta de novos agentes antitumorais, tanto os testes in vitro quanto os in
vivo sdo amplamente utilizados. Os testes de citotoxicidade (in vitro), os quais direcionam a
pesquisa para moléculas com potencial de matar células tumorais em cultura, sdo os mais
amplamente utilizados (HOLBECK, 2004). Esse tipo de analise, por ter condi¢des de avaliar
grande numero de substancias em pouco tempo, € uma técnica relativamente simples, barata,
reprodutivel e, ainda, auxilia na elucidagdo de um provavel mecanismo de acdo da droga
(SUGGITT et al., 2005).

Para os testes antitumorais in vitro, geralmente sdo utilizadas varias linhagens
celulares tumorais com o intuito de se obter uma visdo ampliada dos efeitos do produto em
estudo. Essas linhagens devem ser de canceres originados de diferentes tecidos com diferentes
origens embrionarias e com caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas distintas.

Porém, a atividade citocida seletiva sobre células cancerosas observada em modelos in
vitro pode ndo se refletir necessariamente numa atividade in vivo. Nesse ultimo modelo, as
informacgdes sobre a farmacocinética e farmacodindmica da droga em estudo s&o obtidas,
enquanto em testes in vitro muitos desses dados ndo sdo obtidos facilmente. Portanto, o
estudo combinado desses dois modelos é muito indicado para uma conclusdo mais definitiva a
respeito da atividade de uma nova substancia com potencial antitumoral (SMITH et al, 2005).

Os modelos tumorais murinos atuais mimetizam precisamente a sua contraparte
humana e, possuem aplicacGes potenciais nos testes de eficacia de novas terapias anticancer
(PANTALEAO e LUCHS, 2010).

O Sarcoma 180, também conhecido como tumor de Crocker, foi isolado de células de
um tumor espontaneo localizado na regido axilar de um camundongo Swiss macho (Mus
musculus). O tumor foi descoberto em 1914 pelo Dr. W. H. Woglom no Laboratério Crocker
nos Estados Unidos e é mantido por transplantes sucessivos desde entdo. Inicialmente, este
tumor foi caracterizado como sendo de origem epitelial, pois, em estudos com microscopia
Optica e eletrdnica, foram observados contatos intercelulares caracteristicos de células de
origem epitelial, indicando que se tratava de um carcinoma (ZUCKERBERG, 1973). No
entanto, estudos posteriores verificaram que estas células ndo expressam laminina e desta
forma ndo podem ter origem epitelial, sendo realmente classificado como sarcoma, pois
provavelmente se originou de um tecido conjuntivo (ASSEF et al., 2002; OLIVEIRA

JUNIOR, 2008). O tumor invade mdadsculo esquelético, tecido adiposo, nervos e vasos
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sanguineos. Apesar de seu comportamento agressivo local, esta neoplasia ndo produz
metastases (KURASHIGE e MITSUHASHI, 1982; PITA, 2010). Essa linhagem celular é
utilizada em todo mundo, tanto para estudos de atividade antitumoral in vitro, como para
estudos de atividade antitumoral in vivo.

Atualmente a linhagem de células tumorais sarcoma 180 (TI1B-66) pode ser obtida pela
“American Type Culture Collection” (ATCC). As células tumorais podem ser mantidas por
meio de cultura celular (suspensdo in vitro) ou por meio de inoculagdo em camundongos
(repique in vivo). Nos animais, este tumor pode ser implantado de duas maneiras - células
inoculadas na cavidade intraperitoneal se desenvolvem formando um tumor ascitico
(“liquido™), enquanto células neoplasicas inoculadas subcutaneamente formam tumores
solidos. Em geral, ocorre ulceracdo da pele ao redor do 28° dia apds inoculacdo subcutanea e
os animais morrem entre 28° e 30° dias, apds esse processo (ZUCKERBERG, 1973;
KAWAKUBO et al., 1980). A forma sélida é pouco hemorrégica e se caracteriza pelo rapido
crescimento, atingindo aproximadamente 18x14x10 mm por volta de sete dias ap6s o
transplante (O’PESSOA, 1992; PITA, 2010).

Os agentes terapéuticos hoje conhecidos sdo de dois tipos: os agentes bloqueadores
(quimiopreventivos), que inibem a iniciacdo do processo carcinogénico e 0s agentes
supressores, que inibem a proliferacdo de células malignas durante as fases de promocdo e
progressdo tumoral. O mecanismo antitumoral mais conhecido atualmente é o de inducéo
seletiva das células tumorais a um mecanismo de morte celular denominado apoptose
(SUBHASHINI et al., 2005). Apoptose € considerada como morte celular programada
(fisiolégica) altamente regulada e desempenha um papel relevante na homeostase de
diferentes tecidos. E essencial para o desenvolvimento embrionario, maturacdo do sistema
imune, formacdo das vilosidades intestinais, entre outros processos (BRAS; QUEENAN;
SUSIN, 2005; DUARTE, 2010).

Nesse processo apoptético ocorre uma sequéncia de eventos morfoldgicos como
condensacéo de seu citoplasma e nacleo, com formacéo de vesiculas a partir de sua membrana
plasmaética (corpos apoptdticos), exposicao de residuos de fosfatidilserina em sua membrana,
fragmentacdo internucleossomal do DNA (HIGUCHI, 2004; ZHANG e XU, 2006) e vérias
alteracdes mitocondriais, tais como perda da diferenca de potencial de membrana, liberagédo
de fatores pro-apoptdticos e geracdo de especies reativas de oxigénio (EROS)
(ARAVINDARAM et al., 2010).

Diversos séo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles: ligagéo de

moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiacdo ionizante, danos no
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DNA, choque térmico, privacdo de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e
niveis aumentados de EROS (DASH, 2010).

A degradacdo celular e as alteracbes observadas em celulas apoptoticas sao
decorrentes da ativacdo de caspases (CAVALCANTI, 2010). As caspases sdo uma familia de
cisteino proteases, presentes nas células num estado inativo, que estdo especificamente
envolvidas nos mecanismos moleculares dessa forma de morte celular (PHILCHENKOQOV,
2004) e séo ativadas em resposta a estimulos externos, tais como os ligantes para receptores
de morte (na via extrinseca da apoptose) ou sinais internos que surgem a partir de danos aos
componentes celulares (na via intrinseca da apoptose) (DUNCAN et al., 2010).

Ambas as vias ativam caspases iniciadoras (procaspases -8, -9, -10) que transmitem 0s
sinais apoptoticos iniciais, levando a ativacdo proteolitica de caspases efetoras (procaspases -
3, -6, -7) que clivam substratos especificos, produzindo assim as alteracdes morfoldgicas
caracteristicas da apoptose (FISCHER e SCHULZE-OSTHOFF, 2005).

A apoptose ndo induz inflamacéo, fato importante na reciclagem dos tecidos adultos e
na embriogénese, diferentemente da morte celular por necrose, onde ocorre um processo de
morte celular descontrolado, com lise das células, resposta inflamatdria e potencialmente
sérios danos ao organismo (LONGATO, et al., 2011).

A maioria das drogas utilizadas na terapia antineoplésica interfere de algum modo no
ciclo celular, e a melhor compreensdo do funcionamento e regulacdo desse processo celular é
essencial para definicdo clara dos mecanismos de acdo da maioria das drogas utilizadas no
tratamento do cancer (ALMEIDA et al., 2005; GOODMAN; GILMAN, 2006).

O ciclo celular pode ser conceituado como uma cadeia de eventos que leva a
proliferacdo celular por mitose. A divisdo celular nos seres eucariontes compreende quatro
fases: G1, S, G2 e M. Células quiescentes encontram-se em uma condi¢do denominada GO,
onde néo existe célula se replicando, 0 DNA encontra-se superenovelado e a atividade nuclear
é baixa. A fase G1 é considerada uma fase pré-sintética, na qual a célula inicia a ativacéo de
uma série de genes, incluindo proto-oncogenes e genes necessarios a sintese de ribossomos e
traducdo de proteinas. A fase S compreende o periodo da duplicacdo do DNA. O periodo G2 é
o intervalo entre o final da sintese e o inicio da mitose propriamente dita da célula, sendo por
essa razdo denominada fase pré-mitotica, onde ha a producdo de componentes essenciais para
a mitose. Na fase M ocorre a divisdo do nucleo seguida da citocinese (separacdo da célula
mde, formando as duas células filhas com suas organelas e demais constituintes celulares)
(KUMAR et al., 2010; FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012).
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A regulacéo do ciclo celular também é um processo diretamente relacionado com a
geracdo e desenvolvimento de neoplasias. Existem pontos de verificagdo nas fases G1 e G2 do
ciclo que sdo responsaveis pelo prosseguimento ou parada do mesmo. Estes sdo regulados por
uma série de proteinas cinases como as CDKs (cinases dependentes de ciclina)
(HEMAISWARYA; DOBLE, 2006). Quando algum tipo de anormalidade é reconhecido, o
ciclo celular para até a completa reparacdo celular. Caso essa reparagdo ndo seja eficiente, a
célula é encaminhada para a morte celular programada (ALBERTS et al., 2002). No cancer,
as células sdo incapazes de pausar em ambos 0s pontos de verificacdo, resultando em
desregulacdo do ciclo celular (HEMAISWARYA; DOBLE, 2006). Muitos farmacos eficazes
no tratamento do cancer ativam vias de sinalizagcdo que levam ao bloqueio ou retardo no ciclo

celular, e sdo denominados farmacos ciclo-celular especificos (ALMEIDA et al., 2005).
2.3 Produtos naturais e cancer

Publicacdes recentes reafirmam a importancia dos produtos naturais como fonte de
farmacos, desse modo, a contribuicdo dos produtos naturais no desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos é inquestionavel (BARREIRO e BOLZANI, 2009). Calcula-se que
somente nos Ultimos 25 anos, 77,8% dos agentes anticancerigenos testados e aprovados foram
derivados de produtos naturais (NOGUEIRA et al., 2010).

O século XX apresentou um avanco extraordinario na pesquisa de produtos naturais,
especialmente de plantas no campo da oncologia, propiciando a descoberta de diversas
substancias utilizadas atualmente na terapéutica antineoplasica. A maioria (60%) dos
farmacos anticancer introduzida na terapéutica nas Gltimas décadas tem sua origem nos
produtos naturais. Dentre estes se se destacam os produzidos pela espécie Catharanthus
roseus ou Vinca rosea (Apocynaceae) - a vimblastina (Velban® e a vincristina (Oncovin®) e
os analogos vindesina (Eldisine®) e vinorelbina (Navelbine®); pela Taxus brevifolia -
paclitaxel (Taxol®) e o analogo docetaxel (Taxotere®); pela Podophyllum peltatum -
podofilotoxina e os analogos, etoposideo (topophos®) e teniposideo (Vumon®); e pela
Camptotheca accuminata - camptotecina e os analogos, topotecano (Hycamtin®) e irinotecano
(Camptosar®). Estes medicamentos movimentam anualmente um mercado de cerca de 60
bilhdes de dolares (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Todas estas substancias naturais e seus
derivados atuam em diferentes tipos de cancer, revelando espectro de atividade e toxicidade
diferentes, ampliando a utilidade medicinal em beneficio da saide (BRAZ FILHO, 2010).
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Considerando esses aspectos, € Obvio 0 espaco e a importancia que 0s produtos
naturais ocupam na inddstria farmacéutica, seja per-se, seja como fonte inspiradora de novos
padroes moleculares bioativos para o tratamento do céncer. Baseadas em avangos
significativos na biologia do céncer, as pesquisas buscam moléculas que atuem com
mecanismos especificos para cada tipo da enfermidade (VIEIRA et al., 2010). De fato, mais
de uma centena de compostos derivados de produtos naturais esta em fase de testes clinicos,
principalmente para tratamento do cancer e de doencas infecciosas. Além disso, um total de
13 farmacos derivados de produtos naturais foi aprovado para utilizacdo clinica entre 2005 e
2007 (HARVEY, 2008; COSTA-LOTUFO et al., 2010).

2.4 Oleos essenciais biologicamente ativos

Oleos essenciais, também conhecidos como éleos volateis, sio concentrados de
produtos naturais que possuem aroma e compostos volateis, principalmente monoterpenos,
sesquiterpenos, fenilpropanoides, etc., de baixo peso molecular, geralmente lipofilica e
odorifera, podendo exercer diferentes atividades bioldgicas nos seres humanos, animais e
outras plantas. Sdo utilizados em perfumes, cosméticos, produtos de limpeza doméstica, além
de apresentam diferentes acGes bioldgicas em humanos e outras plantas, neste Gltimo estdo
relacionados com diversas funcGes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel
fundamental na defesa contra micro-organismos. Eles sdo muito Uteis no tratamento de
diferentes doencas, como cancer, inflamacdo, dor, além de apresentar propriedade
antioxidativa e serem utilizados como antissépticos, antimicrobianos, com sua aplicacdo
medicinal se tornando popular ao longo dos tempos (BAKKALI et al., 2008; ADORJAN e
BUCHBAUER, 2010).

No foco da quimioterapia, diversas espécies de diferentes géneros tem demonstrado
atividade antitumoral in vitro e in vivo, e 0s estudos sobre tais produtos naturais evoluiram de
tal maneira que existem até mesmo 0S que associam estatisticamente a atividade
farmacoldgica do 6leo em questdo a determinado componente do 6leo, que pode apresentar-se
como componente majoritario ou ndo (AFOULOUS et al., 2011).

Nesse sentido, 6leos essenciais e seus componentes aromaticos individuais ja
mostraram atividade supressora tumoral quando testadas em um significante ndmero de
linhagens tumorais humanas, incluindo glioma, cancer de célon, cancer gastrico, tumor
hepético, tumores pulmonares, cancer de mama, leucemia e outros (DEANGELIS, 2001,

EDRIS, 2007). Como por exemplo o 6leo essencial obtido de Guatteria friesiana teve sua
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atividade testada em comparag¢do com seus componentes majoritarios, a-, -, and y-eudesmol,
demonstrando citotoxicidade contra HCT-8 e HL-60, para o 6leo essencial; contra HL-60 e
MDA-MB-435, para o a-eudesmol, e contra SF-295 e MDA-MB-435, para - e y-eudesmol,
respectivamente (BRITTO et al., 2012).

Estudos demonstram que o Oleo essencial preparado por destilagdo da resina das
arvores da familia Burseraceae (Boswellia sp.) tradicionalmente utilizado para terapia
aromatica possui atividades anti-proliferativa e pro-apoptética em células tumorais (SUHAIL
et al., 2011). Assim como o 6leo essencial das folhas de Pinus densiflora possui atividade
anti-proliferativa e pré-apoptotica em células YD-8 (células de cancer oral humano) devido a
producéo de (EROS) dependente de caspases (JO et al., 2011).

Diferentes mecanismos de acdo tém sido propostos relacionados a atividade
antitumoral de dleos essenciais, ja estando evidenciada a participacdo de vias apoptdticas e
parada no ciclo celular em consequéncia aos seus efeitos citotoxicos (JAAFARI et al., 2009;
HARZALLAH et al., 2011).

Assim, os 0Oleos essenciais representam uma importante fonte natural com atividade

bioldgica contra o cancer.

2.5 Toxicologia de produtos naturais

As plantas consideradas medicinais beneficiaram, e continuam beneficiando a
humanidade. Ainda hoje muitas séo utilizadas para tratamento de enfermidades, mesmo
havendo medicamentos sintéticos no mercado para o tratamento das mesmas doencgas. No
entanto, existem plantas que sdo consideradas venenos por conterem toxinas poderosas que
podem levar a morte. Algumas plantas medicinais séo, inclusive, incompativeis com o uso de
certos medicamentos (FERREIRA; PINTO, 2010; ZHANG et al., 2012).

Os grupos das plantas medicinais e tdoxicas ocasionalmente sdo tomados
indistintamente, j& que se tem o0 pressuposto de conterem principios ativos, que dependendo
da dose, podem ser benéficos ou téxicos para o organismo. O grau de toxidade, capaz de
alterar o conjunto funcional organico, depende da dosagem e do individuo. Ha substancias
altamente toxicas que, em dosagens minimas, entram na composi¢ao de varios remedios. E,
ha ainda, aquelas que s fazem efeito cumulativamente, mas a maioria entra em agéo ao
primeiro contato. Componentes toxicos ou antinutricionais, como o acido oxalico, nitrato e
4cido erdcico estdo presentes em muitas plantas de consumo comercial (ROMERO-JIMENEZ

et al., 2005), assim como diversas substancias isoladas de vegetais considerados medicinais
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possuem atividades citotoxica ou genotoxica e mostram relagdo com a incidéncia de tumores
(SILVA et al., 2009Db).

A sociedade tem a percepcdo errdbnea de que todo produto natural € seguro e
desprovido de efeitos colaterais, entretanto, ndo podemos esquecer que 0S mesmo possuem
moléculas ativas que podem apresentar eficacia terapéutica, mas também inimeros efeitos
adversos, podendo, portanto, representar um problema sério de satde publica (FERREIRA,
2010).

Como exemplos de efeitos toxicos de substancias presentes em plantas podem ser
citados os efeitos hepatotdxicos de apiol, safrol, lignanas e alcaloides pirrolizidinicos; a agdo
toxica renal que pode ser causada por espécies vegetais que contém terpenos e saponinas, e
alguns tipos de dermatites, causadas por espécies ricas em lactonas sesquiterpénicas e
produtos naturais do tipo furanocumarinas (CAVALCANTE, et al., 2006). Outro exemplo é o
confrei (Symphytum officinale L. - Boraginaceae), planta utilizada na medicina tradicional
como cicatrizante devido a presenca da alantoina, mas que também possui alcaloides
pirrolizidinicos, os quais sdo comprovadamente hepatotoxicos e carcinogénicos (BUCKEL,
1998).

Os dleos essenciais em especial, também ndo sdo isentos de propriedades toxicas.
Muitos deles, por exemplo, sdo agentes fotossensibilizantes como € o caso daqueles obtidos
de frutos citricos que possuem defuranocumarinas em sua composi¢cdo. Os 6leos de canela,
funcho e alho que possuem alto teor de cinamaldeido podem ocasionar uma sensibilizacéo,
tipo reacdo alérgica, na primeira exposicao a substancia. Os dleos ricos em tujona (ex: salvia),
fenchona (ex: funcho), canfora e pinocanfona (ex: manjericdo) sdo neurotdxicos em altas
doses, podendo provocar convuls@es, disturbios sensoriais e até psiquicos. O 6leo volatil de
noz-moscada também pode produzir excitacdo, alucinagdes visuais e distorcdes de cores,
devido possivelmente a presenca de miristicina e elemicina (ADORJAN; BUCHBAUER,
2010).

Séo exemplos de 6leos essenciais que devem ser evitados, os provenientes de bétula
(Betula alba), cedro (Cedrela brasiliensis), erva-doce (Pimpinella anisum), jasmim
(Jasminum officinalis), manjerona (Majorana hortensis), tomilho (Thymus vulgaris), rosa
(Rosa sp.) e lavanda (Lavanda angustifolia) (DAVIS, 1996; VEIGA-JUNIOR; PINTO e
MACIEL, 2005).

A atividade de um farmaco antineoplasico baseia-se na busca da destrui¢do de céelulas
tumorais, que tém como caracteristica comum se dividirem muito mais rapido que a maioria

das células normais. Porém, podem ocorrer efeitos secundarios em células normais de
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crescimento rapido, como as gastrointestinais, capilares e as células sanguineas
(especialmente na medula 6ssea), causando efeitos como anorexia, diarreia, nduseas, vomitos,
alopecia e maior susceptibilidade as infeccdes (BRANDAO et al., 2010). Considerando que as
substancias citotoxicas ndo sdo letais as células neoplasicas de modo seletivo, o uso clinico
desses farmacos exige que os beneficios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de
um indice terapéutico favoravel (ALMEIDA et al., 2005).

Diante disso, € evidente a importancia da avaliacdo do balanco entre a atividade
antitumoral versus toxicidade de um determinado produto para verificar sua aplicabilidade
farmacoldgica, através de estudos cientificos necessarios para que a populagdo tenha acesso a
uma terapia alternativa segura e de qualidade, a qual ndo é tdo econbémica quanto se pensa,
visto que exige um razoavel investimento para o desenvolvimento das pesquisas (PUPO;
GALLO e VIEIRA, 2007).

Modelos experimentais, in vitro e in vivo, sdo importantes para a obtencdo de
informacdes sobre a toxicidade de uma droga em estudo (TALMADGE et al., 2007).

Laboratorios de Produtos Naturais tém inserido dentro de suas rotinas ensaios
bioldgicos simples, no intuito de selecionar e monitorar a pesquisa de produtos derivados de
plantas na procura de substancias bioativas.

Dentre esses bioensaios, encontra-se o ensaio frente Artemia salina Leach, que é um
microcrustaceo de agua salgada comumente usado como alimento para peixes. A simplicidade
com que pode ser manuseado, a rapidez dos ensaios e o baixo custo favorece a sua utilizacao
rotineira em diversos estudos, além do que, tais ensaios de letalidade sdo muito utilizados em
analises preliminares de toxicidade geral, através da determinacdo da Concentracdo Letal
Média (CLsp) (LUNA et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2008).

Artemia salina Leach é um microcrustaceo da classe Anostraca de facil cultivo e
estudo, encontrado em &guas salinas e salobras de todo 0 mundo, e é amplamente utilizado em
um bioensaio para determinacdo de atividade biologica de extratos, fracbes ou compostos
isolados de plantas (Brine Shrimp Test — BST).

A literatura relata que existe uma correlagédo entre a toxicidade geral frente A. salina e
atividades como antiflngica, viruscida e antimicrobiana (MacRAE et al.,1988) parasiticida
(SAHPAZ et al., 1994), tripanossomicida (ZANI et al., 1995), entre outras. Ha, também,
correlagdo com a citotoxicidade em linhagens celulares tumorais humanas (MacLAUGHLIN,
1991). As fragBes ou substancias ativas sdo posteriormente testadas em diferentes culturas de
células tumorais humanas, obtendo-se uma boa correlagdo. A significante correlacdo entre o

BST e a inibicdo do crescimento in vitro de linhagens de céelulas tumorais humanas mostra
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gue esse bioensaio pode ser uma ferramenta 0til para triagem na pesquisa de drogas
antitumorais (ANDERSON et al., 1991).

Carballo et al. (2002) compararam extratos de produtos marinhos em relacao ao ensaio
de letalidade com larvas de A. salina e a citotoxicidade em duas linhagens de células
humanas. Segundo os autores, os resultados apresentam uma boa correlacdo, tal como ja
estabelecido para extratos de plantas (MCLAUGHLIN, 1991), ratificando que este bioensaio
pode ser utilizado para testar produtos naturais com potencial atividade farmacologica.

Por motivos éticos e financeiros, a utilizacdo de ensaios in vitro & fortemente
recomendada para a realizacdo da fase preliminar de testes, com o intuito de predizer o
potencial toxico de uma substancia, utilizando-se, posteriormente, um menor nimero de
animais experimentais (FRESHNEY, 1994; MELO et al., 2001). Um dos modelos
experimentais utilizados para avaliacdo da toxicidade in vitro é o ensaio de citotoxicidade em
eritrécitos. Esse teste € usado como método de triagem para toxicidade de novas drogas a fim
de estimar o dano que elas podem produzir in vivo em eritrdcitos do organismo (SCHREIER
et al., 1997; APARICIO et al., 2005). A membrana eritrocitaria € uma estrutura delicada que
pode ser significativamente alterada por interacbes com medicamentos (AKI; YAMAMOTO,
1991). Varios estudos indicam que certos compostos isolados de plantas, tais como polifenois,
glicosideos, saponinas e triterpenoides podem causar alteracGes nas membranas das células
vermelhas do sangue e, posteriormente, produzir hemolise (NG; LI; YEUNG, 1986; BADER
etal., 1996; GRINBERG et al., 1997; ZHANG et al., 1997).

No Brasil, a legislagdo para medicamentos fitoterapicos vem sofrendo modificagdes
nos Gltimos anos. A Resolucdo atual (RDC n. 14 de 31 de marco de 2010), que dispbe o
registro de medicamentos fitoterapicos, determina que um dos critérios para a avaliacdo da
seguranca de uso e indicacdes terapéuticas é a apresentacdo da comprovacdo de seguranca de
uso (toxicologia pré-clinica, e clinica) e de eficacia terapéutica (farmacologia pré-clinica e
clinica) do medicamento. Os ensaios clinicos deverdo atender as exigéncias estipuladas pelo
Conselho Nacional de Saude - CNS através das Resolucbes 196/96 e 251/97. Os ensaios de
toxicologia pré-clinica deverdo utilizar como parametros minimos o GUIA PARA A
REALIZACAO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE FITOTERAPICOS,
que é normatizado pela Resolucdo Especifica (RE) n. 90, de 16 de marco de 2004. Esse guia
tem por objetivo indicar metodos padronizados para os estudos de Toxicologia pré-clinica de
acordo com a resolugéo vigente para Registro e renovacao de registro de fitoterapicos.

Esta resolugéo foi elaborada em conformidade com as normas da OMS, e recomenda

estudos de toxicidade aguda (avalia a toxicidade ap0s exposi¢do a uma dose Unica ou dose

24



fracionada administrada no periodo de 24 horas), de doses repetidas (avalia a toxicidade ap6s
a exposicao a doses repetidas), e quando houver indicagdo de uso continuo ou prolongado do
medicamento em humanos, estudos de genotoxicidade (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

O ensaio toxicoldgico agudo permite conhecer o indice de letalidade, a forma de morte
produzida pelo excesso do produto em teste e os 6rgaos alvo, as alteragdes comportamentais e
0s sinais que precedem a morte, as alteracdes hematoldgicas e bioquimicas, além de avaliar as
lesGes em drgdos especificos através dos exames histopatoldgicos. Sdo obrigatorios para todo
tipo de material em teste, independente do tempo de uso proposto para a espéecie humana, pois
evidenciam o risco de intoxicagOes agudas, inadvertidas ou ndo, e a forma de preveni-las
(LARINI, 1999).

Em geral, o estudo da toxicidade de drogas derivadas de produtos naturais candidatas a
agentes farmacoldgicos, € de fundamental importancia, principalmente na area da

quimioterapia antineoplésica.

2.6 Croton grewioides: familia, género e espécie

A Fitoterapia, dada a sua capacidade de transformar e imprimir um saldo positivo
quanto aos aspectos socio-politico-econémico, constitui-se uma valiosa opgéo para todos na
Ameérica Latina, notadamente para o Brasil, visto que é considerado o pais com maior
potencial para pesquisa com espécies vegetais, pois detém a maior e mais rica biodiversidade
do planeta, distribuida em seis biomas distintos (NOLDIN et al., 2006). O pais tem mais de
56.000 espécies de plantas distribuidas em cinco diferentes ecossistemas, constituindo cerca
de 19% da flora mundial (GUILIETTI et al., 2005).

As plantas, por sua, vez, tém sido tradicionalmente utilizadas por populacdes em todos
0s continentes no controle de diversas doencas e pragas, sendo reconhecidas mais de 13.000
espécies que sdo mundialmente consumidas como farmacos ou fonte de farmacos (SIMOES et
al., 2004).

Dentre as familias de plantas medicinais existentes destaca-se a familia
Euphorbiaceae, que é a sexta maior familia de vegetais do mundo, representada por 300
géneros e nestes estdo incluidos mais de 8.000 especies distribuidas em regides tropicais e
temperadas de todo o mundo. Apesar de amplamente distribuida na regido Amazonica,
algumas espécies da familia nunca foram estudadas do ponto de vista quimico, farmacoldgico
e/ou toxicoldgico (CRONQUIST, 1981; BERRY, 2006). Seus principais géneros em numero
de espécies sdo: Euphorbia L. (1.500), Croton L. (1.300), Acalypha L. (400), Macaranga Du
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Petit Thouars (400), Antidesma Burman (150), Drypetes Vahl (150), Jatropha L. (150),
Manihot Miller (150) e Tragia Plumier (150) (WEBSTER, 1994). No Brasil ocorrem 72
géneros e cerca de 1.100 espécies, de habito e habitat diferentes, e difundidas em todos os
tipos de vegetacdo (BARROSO et al., 1991).

O género Croton L. pertence a subfamilia Crotonoideae, sendo uma das mais
numerosas Euphorbiaceae com quase 1.300 espécies espalhadas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Para o Brasil, € 0 maior género da familia, com um total de cerca de
350 especies (BERRY, 2006). Esse género detém expressiva relevancia alicercada em seu
contetdo de 6leos essenciais e diversas substancias ativas como terpenoides, flavonoides e
alcaloides (BRAGA, 1976).

No Nordeste, espécies desse género sdo usadas na medicina popular para o tratamento
de inflamacdes (C. sellowii), ulceras (C. cajucara), diarreia (C. triqueter), hipertensdo (C.
jacobinensis), diabetes (C. argyrophylloides), asma (C. rhamnifolius) e céancer (C.
erythrochilus) (PIACENTE et al.,, 1998; AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007;
RAMOS et al., 2009).

Dentre as atividades farmacologicas experimentalmente comprovadas para 0 género
Croton estdo em destaque o seu potencial anti-inflamatério (ORTEGA et al., 1996),
antifungico (MACBAE; HUDSON; TOWERS, 1988), moluscicida (ROUQUAYROL et al.,
1980), hipotensor (BHAKUNI et al., 1969), larvicida (KALYANASUNDARAM; DAS,
1985), antiviral (MACBAE; HUDSON; TOWERS, 1988), antiulcerogénico (HIRUMA-LIMA
et al., 1999), analgésico (NARDI et al., 2006), antiestrogénico (COSTA et al., 1999),
inseticida (ATAL et al., 1978), antimicrobiano (KUMAR; BAGCHI; DAROKAR, 1997),
antioxidante (NARDI et al.,, 2003), antidiabético (TORRICO et al., 2007), laxativo
(FARNSWORTH et at., 1969), antimutagénico (ROSSI et al., 2003), vasorelaxante (MILLER
et al., 2001) e ainda mostraram citotoxicidade frente A. salina (HORGEN, 2001) e inducédo de
diferenciacéo celular (MATA-GREENWOOD et al., 2001).

Adicionalmente, diversas espécies de Croton e diferentes constituintes delas isolados
apresentam atividade antitumoral in vitro e in vivo por diferentes mecanismos de ac¢do. Dentre
elas, podemos citar: C. argyratus, C. cascarilloides, C. hieronymi, C. insularis, C. lechleri, C.
palanostigma, C. tiglium e C. zambesicus (MORAES et al., 1997). Através de levantamento
etnofarmacoldgico foi evidenciado que algumas espécies sdo utilizadas na medicina popular
para o tratamento do cancer como C. draco, C. tiglium, C. urucurana, C. oblongifolius, C.
lechleri, C. erythrochilus e C. draconoides (PIACENTE et al., 1998).
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Os Oleos essenciais de vérias espécies de Croton tém sido caracterizados pela
predominancia de constituintes quimicos da classe dos monoterpenos e sesquiterpenos como
principais componentes (MECCIA et al., 2000). Fenilpropanoides, como anetol e derivados
do eugenol, sdo mais comuns nos 0leos de erva-doce, cravo e manjericdo, porém também tém
sido relatados como os principais componentes dos 6leos essenciais de algumas espécies de
Croton encontradas em diferentes partes do mundo, como por exemplo, C. zehntneri e
C.nepetaefolius, no Brasil (MORAIS et al., 2006); C. molambo e C. cuneatus na Venezuela
(SUAREZ et al., 2005); e C. pseudonivenus e C. suberosus no México (PEREZ-AMADOR;
MONROY; BUSTAMANTE, 2003).

A espécie Croton grewioides Baill. (Figura 1) é conhecida popularmente como
“canelinha” ou “canelinha-de-cheiro” em alusdo ao aroma exalado pelas suas flores (SILVA,
SALES; TORRES, 2009). E pouco relatada na literatura em relacio aos seus aspectos
farmacoldgicos nem toxicoldgicos.

Estudos recentes envolvendo a equipe de pesquisa do Programa de Pés-graduagcéo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, coordenada pelo Prof. Dr. Marcelo Sobral,
permitiram a analise do 6leo essencial obtido a partir das folhas de C. grewioides por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM).

Um total de 18 compostos foi identificado, perfazendo 97,40 % do 6leo essencial das
folnas de C. grewioides. Monoterpeno (55,56%) e sesquiterpenos (44,44%) foram os
principais grupos de constituintes quimicos isolados, sendo os compostos majoritarios: o-
pineno (47,43%), sabineno (12,09%), limoneno (7,98%), biciclogermacreno (5,96%), trans-
cariofileno (5.51%), germacreno D (4,96%). Por outro lado, outros componentes presentes no
6leo das folhas, em menor percentual sdo: a-felandreno (0,61 %), 4-tujanol (0,55 %), a-
humuleno (0,61 %), e delta-cadineno (0,46 %) (Tabela 1).

Figura 1 - Foto de Croton
grewioides em seu habitat. (Foto:
Josean Fechine Tavares).
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Tabela 1: Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Croton grewioides

SUBSTANCIAS
a-pineno
Sabineno
-pineno
Mirceno
a —felandreno
Limoneno
1,8 cineol
y-terpineno
4-tujanol
4-terpeneol
a-Copaeno
trans-caryophylleno
a-humuleno
germacreno D
Bicyclogermacreno
[-bisaboleno
delta-cadineno
Spathulenol
Total identificado

(% RELATIVA)
47,43
12,09

1,91
0,70
0,61
7,98
2,21
0,61
0,55
0,75
1,29
5,51
0,61
4,96
5,96
2,99
0,46
0,78

97,40
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

= Avaliar a atividade antitumoral e toxicidade do Oleo essencial das folhas de

Croton grewioides (O.E.C.) através de ensaios in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos

= Auvaliar a bioatividade do O.E.C.. frente ao microcrustaceo Artemia salina;

= Avaliar a citotoxicidade do O.E.C., em eritrdcitos de camundongos Swiss, através da
avaliacdo da atividade hemolitica;

= Avaliar a possivel atividade antitumoral in vitro do O.E.C., frente células tumorais
malignas da linhagem sarcoma 180;

= Avaliar a toxicidade pré-clinica aguda do O.E.C., em camundongos albinos Swiss
(Mus musculus), com base na RE n. 90/04 da ANVISA;

= Avaliar a possivel atividade antitumoral in vivo do O.E.C., frente células tumorais
malignas da linhagem sarcoma 180 e sua toxicidade atraves da avaliacdo do consumo
de agua e racdo, e evolucdo ponderal;

= Avaliar o efeito imunomodulador do O.E.C., através da determinacdo dos indices de

baco e timo;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratorio de Ensaios
Toxicoldgicos (LABETOX) e no Biotério Prof. Thomas George localizados no Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba.

4.2 Material

4.2.1 Oleo essencial de Croton grewioides

O Oleo essencial de Croton grewioides foi obtido por técnicas especificas e
gentilmente fornecido por colaboradores da fitoquimica, os Professores Doutores Marcelo

Sobral da Silva e Josean Fechine Tavares.

4.2.2 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) pesando entre 28 e 32
g, com faixa etaria aproximada de 60 dias, obtidos do biotério Prof. Thomas George
(ANVISA/CBiotec/UFPB). Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos
sob condic¢des controladas de temperatura (21 £ 1 °C), com livre acesso a comida (pellets de
racdo da marca Purina®) e agua potavel disponivel em garrafas graduadas de polietileno,
colocadas nas grades metalicas das gaiolas em sua parte superior. Os animais foram mantidos
em ciclo claro-escuro de 12 horas. Antes da realizacdo de qualquer protocolo experimental, 0s
animais foram colocados no ambiente de trabalho por pelo menos 30 minutos de antecedéncia
a execucao do experimento.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB (CEPA), sob a certiddo N°0112/10.
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Figura 2 — Camundongos Swiss provenientes do biotério Prof. Thomas George (Foto: Aline Xavier)
4.2.3 Células

Para os ensaios in vitro e in vivo foram utilizadas células tumorais da linhagem
sarcoma 180 (linhagem murina) cedida pela Profa. Dra. Teresinha Gongalves da Silva
(UFPE), e mantidas in vivo através de repiques semanais no Biotério Professor Thomas
George (UFPB).

4.2.4 Cistos de Artemia salina Leach

Os cistos de Artemia salina utilizados nos experimentos foram obtidos da San

Francisco Bay Brand®.

4.3 Métodos

4.3.1 Ensaio in vitro

4.3.1.1 Bioensaio com Artemia salina Leach

A avaliacdo preliminar de uma possivel atividade biolégica do O.E.C. foi realizada
utilizando-se o bioensaio com Artemia salina, segundo Meyer et al. (1982) e Nascimento;
Aradjo (1999). Os cistos de A. salina foram armazenados sob resfriamento a 4 °C até a
execucdo do experimento. Foram utilizadas larvas de Artemia salina L., microcrustaceo da
classe Anostraca, na forma de nauplio, utilizando-se a Concentracao Letal Média (CLsp) como
pardmetro de avaliacdo da atividade biologica. Em um recipiente retangular de vidro com uma
divisoria contendo furos de aproximadamente 0,02 cm de espessura e distribuidos
uniformemente, foi adicionada agua salina artificial preparada pela solubilizacdo de 38 g de
sal marinho (Marinex®) em 1 litro de 4gua destilada. O recipiente permaneceu sob iluminagdo
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através de uma lampada incandescente. Cistos de Artemia salina foram incubados durante 24
horas (22 - 29 °C) em um dos lados do recipiente. A parte do sistema contendo os cistos foi
coberta com papel aluminio, para que as larvas, apos a eclosdo dos cistos, fossem atraidas
pela luz para o outro lado do sistema, forcando-as a atravessar a divisoria, e assim sendo
coletadas com auxilio de uma pipeta de Pasteur (Figura 2). O.E.C. foi solubilizado em DMSO
(5%) e agua salina artificial (Marinex®), para preparacdo de solucdes em concentracoes
variando de 0 - 1000 ug/mL. A cada 5 mL dessas solug¢des foram adicionados 500 uL de agua
salina artificial contendo 10 nauplios. Cada concentracdo foi testada em triplicata e repetida
em pelo menos trés experimentos. Um grupo controle foi preparado contendo apenas o
solvente e as larvas. O conjunto permaneceu em incubacdo sob luz artificial por 24 h e entdo
foi realizada a contagem do nimero de larvas vivas e mortas, para posterior determinacéo da

CLsp (concentracdo que produz 50 % de letalidade).

4.3.1.2 Avaliacéo da citotoxicidade do O.E.C. frente eritrécitos de camundongos

Os ensaios para avaliacdo da atividade hemolitica foram realizados segundo Kang et
al. (2009), com algumas modificacBes. Os eritrocitos foram obtidos de sangue fresco de
camundongos Swiss coletado do sinus orbital. A agulha foi heparinizada (heparina sodica -
Parinex® - Hipolabor) para prevenir coagulacio. Para obter a suspenséo de eritécitos, 2 mL de
sangue total foi solubilizado em 10 mL de solugéo (0,9%) salina e entdo centrifugado a 3.000
rpm durante 5 minutos. O plasma sobrenadante foi descartado e esse processo repetido mais
duas vezes. Os eritrocitos foram finalmente ressuspensos em salina (0,9%), obtendo-se entdo
a suspensdo de eritrocitos a 1% (v/v) que foi utilizada para o ensaio de hemdlise. O.E.C. foi
solubilizado em DMSO (5%) e preparado em salina (0,9%), no dobro das concentragdes
desejadas. A cada 1 mL dessas solugdes foi adicionado 1 mL da suspensdo de eritrocitos, em
quadruplicata. O controle positivo e negativo foram também utilizados, pela incubacdo de
eritrocitos em uma solucdo de 0,1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich®) em salina (0,9 %) (1
mL) e DMSO (5%) em salina (0,9%) (1 mL), respectivamente. Os tubos foram mantidos sob
agitacdo suave por 60 minutos. Logo ap6s esse periodo, os tubos foram centrifugados por 5
minutos a 3.000 rpm e o sobrenadante cuidadosamente removido. A quantidade de
hemoglobina liberada no sobrenadante foi determinada espectrofotometricamente a 540 nm
para célculo da CHsp (concentragdo que produz 50 % de hemdlise) através da determinacao da
percentagem de hemolise pela formula:
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(DO - DOCONTROLE NEGATIVO )

CONTROLE POSITIVO DOCONTROLE NEGATIVO )

=x100

%Hemolise = (

Onde:
DO = Densidade Optica do tubo com o produto teste
DOcontroLE NecaTIVO = Densidade Optica do controle negativo

DOcontroLE posiTivo = Densidade Optica do controle positivo

4.3.1.3 Avaliacdo da citotoxicidade do O.E.C. frente células da linhagem sarcoma 180

Células da linhagem sarcoma 180 foram utilizadas para o ensaio de avaliacdo da
atividade antitumoral in vitro. As células foram coletadas da cavidade peritoneal de um
camundongo com 7-10 dias de inoculacdo, solubilizadas com 10 mL de solucdo tampdao
fosfato (PBS) e em seguida centrifugadas a 1.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e as células foram ressuspensas em meio RPMI-1640 (Nutricell®) suplementado
com 25 mM HEPES, 2 mM L-glutamina, 100 UI/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 10% SBF (Nutricell®). As células tumorais foram entdo
semeadas (2 x 10° células/poco) em placas de 96 pocos (BD/Labware®) e incubadas com
diferentes concentragdes (10 — 640 uL) do O.E.C. por 24 h (37°C e 5% COy). O oleo essencial
foi solubilizado em DMSO e entdo em meio RPMI-1640 suplementado. A concentragdo final
de DMSO nos meios em teste e no controle foi de 0,1%. O experimento foi realizado em
quadruplicata e repetido pelo menos duas vezes. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio
de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio) (Sigma-
Aldrich®).

v Reducéo do sal de tetrazélio (MTT)

O MTT é um corante amarelo, que € reduzido por enzimas mitocondriais e
citoplasmaticas a um composto azul denominado formazan, insoltvel em solugdo aquosa
(Figura 3). A reducdo do sal tetrazdlio MTT, principalmente pela enzima mitocondrial
succinato desidrogenase (SLATER; SAWYER; STRAULI, 1963), é muito utilizada em
ensaios de avaliacdo de sobrevivéncia e proliferacdo celular, uma vez que somente as celulas
viaveis reduzem o MTT (amarelo) para o formazan (azul), o qual, uma vez solubilizado, pode

ser quantificado espectrofotometricamente. Sendo assim, a quantidade de formazan produzido
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é proporcional ao numero de células viaveis presentes (MOSMANN, 1983; DENIZOT;
LANG, 1986).

MTT Formazan
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Figura 3 — Reag&o de redugdo do MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio])
a formazan (MOSMANN, 1983).

O ensaio de reducdo do sal de tetrazolio foi realizado como descrito por Melo et al.
(2003), com algumas modificacdes. Na placa de 96 pocos com as células sob 24 h de
tratamento, foram adicionados 10 pL de MTT (5 mg/mL) em cada pogo. Apds incubagdo por
4 h (37°C e 5% CO2), o sobrenadante foi cuidadosamente removido e adicionou-se aos 96
pocos, 100 pL de etanol absoluto para solubilizar o formazan produzido. A placa foi entdo
agitada por 15 minutos e a absorbancia lida em 570 nm. O célculo da concentracdo da droga
que produz 50% de inibicdo no crescimento celular (C150) foi realizado através da

determinacéo da percentagem de células viaveis com base na seguinte formula:

DO, ‘ata as_D() "ance
% Viabilidad e celular = [(DOcatastaraa ranco)] x 100

(DO, DO

&mrm)]

ontrolenegativo

Onde:
DOcelulas tratadas = Densidade optica dos pogos com o produto teste
DOcontrole negativo = Densidade optica dos pogos do controle negativo

DOgranco = Densidade dptica dos pocos contendo apenas o0 meio de cultura
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4.3.2 Ensaios in vivo

4.3.2.1 Avaliacao da toxicidade pré-clinica aguda do O.E.C.

Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de acordo com o
“Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos” (RE n. 90/2004
— ANVISA), com algumas modificacdes (BRASIL, 2004).

Camundongos Swiss, seis machos e seis fémeas por grupo, incluindo o controle, foram
submetidos a doses de 250, 375 e 500 mg/kg do O.E.C., via intraperitoneal (i.p.), e ao grupo
controle foi administrado apenas o veiculo (5% de Tween 80 em salina). O numero de
animais mortos foi contabilizado para determinacdo da dose responsavel pela morte de 50 %
dos animais experimentais (DLs), com limite de confianca de 95 %.

Com o objetivo de mapear possiveis alteracdes comportamentais, sugestivas de
atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autdnomo (SNA),
apos administracdo do O.E.C. por via intraperitoneal, foi realizada observacdo cuidadosa para
se detectar sinais toxicos de carater geral nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos; apo6s 4 horas;
e diariamente durante 14 dias, utilizando-se protocolo experimental descrito por Almeida e
colaboradores (1999).

Durante todo o experimento foram observados o consumo de agua e de alimentos. Ao
final dos 14 dias todos os animais sobreviventes foram eutanasiados por deslocamento
cervical e autopsiados para observacdo de alteracbes macroscopicas dos 6rgdos (coracéo,
figado, rins, baco e timo) e determinacdo de seus indices [indice = peso 6rgdo (mg)/peso
animal (g)]. (BRASIL, 2004).

4.3.2.2 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo do O.E.C. frente células da linhagem
sarcoma 180

Células tumorais asciticas da linhagem sarcoma 180, com oito dias apdés implante,
foram aspiradas da cavidade peritoneal de camundongos e implantadas por via subcutanea
(0,2 mL - 25 x 10° células/mL), na regido subaxilar dos animais experimentais (n = 6). Vinte e
quatro horas ap6s a implantagdo, O.E.C. foi solubilizado em Tween 80 (Sigma-Aldrich®)
(5%) e administrado por via intraperitoneal durante sete dias, nas doses de 60 e 120 mg/kg. 5-
Fluorouracil (5-FU) (Sigma-Aldrich®) (25 mg/kg) foi usado como controle positivo. Ao grupo
controle negativo foi administrado uma solucao de 5 % de Tween 80 (MONTENEGRO et al.,
2008). No nono dia, todos os animais foram eutanasiados e 0s tumores extirpados e pesados.

A inibicao tumoral foi calculada seguindo a formula abaixo:
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Pl % = [(A-B)/A] x 100
Onde:
Pl % = percentual de inibi¢do do peso tumoral
A = média dos pesos dos tumores do grupo controle transplantado-S180
B = média dos pesos dos tumores de cada grupo tratado

4.3.2.2.1 Avaliacdo ponderal e do consumo de agua e racao

Para a avaliacéo de possiveis efeitos toxicos produzidos com o tratamento de sete dias
com o O.E.C., os animais foram pesados no inicio e no final do tratamento e diariamente

foram avaliados os consumos de agua e racao.

4.3.2.2.2 Avaliacao dos indices dos 6rgéos

No nono dia, todos os animais foram eutanasiados, por deslocamento cervical, e 0s
orgdos (timo, baco, figado e rins) extirpados, pesados e examinados macroscopicamente, para
investigacdo de mudancas de coloracdo, hemorragias ou outras alteracdes, bem como

determinacéo de seus indices.

4.4 Andlise estatistica

Os ensaios in vitro com células tumorais, foram realizados vezes com quatro replicatas
cada. Os valores de CLso, CHsy e Clso foram calculados através da expressdo dos resultados
como uma porcentagem dos controles, e foram determinados graficamente a partir das curvas
concentracdo-resposta por regressao ndo linear com intervalo de confianca de 95 %.

Os resultados obtidos nos experimentos in vivo foram analisados empregando-se o
teste de analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do teste de Tukey, para a
comparacdo de mais de dois grupos experimentais. Ambos para os dados que seguiam a
distribuicdo gaussiana (paramétricos). Os valores estdo expressos em média + erro padréo da

média (e.p.m.), e os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios in vitro

5.1.1 Bioensaio com Artemia salina Leach

O ensaio de letalidade com o microcrustaceo A. salina foi utilizado para avaliar a
toxicidade do O.E.C., utilizando a CLso como parametro de avaliacdo da atividade biologica.

A viabilidade dos néuplios de Artemia salina foi reduzida de maneira dependente de
concentragdo apés tratamento com O.E.C. em concentragdes até 500 pg/mL, produzindo
100 % de mortalidade na concentragdo de 400 pg/mL. O valor de CLsy obtido no bioensaio
com A. salina foi de 191,4 (185,4 — 197,6) pg/mL (Grafico 1).
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Gréfico 1 - Viabilidade das larvas do microcrustaceo Artemia salina apds tratamento com O.E.C.
(ug/mL). Cada ponto representa média + erro padrdo da média de trés experimentos em quatro
replicatas, com intervalo de confianca de 95 %.

5.1.2 Avaliacédo da citotoxicidade do O.E.C frente eritrocitos de camundongos

Para avaliar a citotoxicidade do 0Oleo essencial das folhas de Croton grewioides em
células nao tumorais foi realizado o ensaio de citotoxicidade com eritrcitos de camundongos
Swiss. Os resultados obtidos mostram que a percentagem de hemolise aumentou de maneira
dependente de concentracdo apos o tratamento com O.E.C., que produziu 100 % de hemdlise
em concentragOes acima de 1500 pg/mL. O valor de CHs obtido foi de 370,3 (357,0 —
384,0) ng/mL (Grafico 2).
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Grafico 2 — Percentual de hemolise em eritrocitos de camundongos Swiss ap6s tratamento com
O.E.C. (ug/mL). Cada ponto representa média * erro padrdo da média de trés experimentos em quatro
replicatas, com intervalo de confianca de 95 %.

5.1.3 Avaliacéo da citotoxicidade do O.E.C. frente celulas da linhagem sarcoma 180

Células da linhagem tumoral sarcoma 180 foram incubadas com concentracfes
crescentes do O.E.C. por 24 h e a viabilidade celular foi analisada através do ensaio de
reducdo do MTT.

Os resultados mostram que O.E.C. reduziu a viabilidade celular de maneira
dependente de concentracdo, com valor de Clsg de 217,7 (212,6 - 223,0) pg/mL (Gréfico 3).
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Gréfico 3 — Viabilidade celular apds tratamento com O.E.C. Concentragdo-resposta através do ensaio

de reducdo do MTT. Cada ponto representa média * erro padrdo da média de trés experimentos com
quatro replicatas, com intervalo de confianca de 95 %.
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5.2 Ensaios in vivo

5.2.1 Avaliacao da toxicidade pré-clinica aguda do O.E.C.

Apo6s o tratamento agudo com doses de 250, 375 e 500 mg/kg do O.E.C. em

camundongos Swiss, foi evidenciada uma relacdo dose-dependente na morte dos animais

experimentais (nenhuma morte na dose de 250 mg/kg, 8 mortes na dose de 375 mg/kg, bem

como na de 500 mg/kg). O valor de DLz foi em torno de 366,1 mg/kg. Além disso, foram

observados alguns efeitos caracteristicos de alteracfes no Sistema Nervoso Central (SNC)

como sedacdo, anestesia, analgesia, resposta ao toque diminuido, perda do reflexo corneal e

auricular dentre outros. Foi também observado efeitos como respiracdo forcada, caracteristico

da ativacdo do SNA. Os efeitos foram mais exacerbados nas doses mais elevadas tanto em

machos como em fémeas (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeitos da administracdo intraperitoneal de doses unicas (250, 375, 500 mg/kg) do O.E.C.
em camundongos.

DOSE (mg/kg)| SEXO M/T* SINTOMAS
0 Machos 0/6 Nenhum
Fémeas 0/6 Nenhum
Machos 0/6 Ptose, sedacdo, anestesia, analgesia, resposta ao toque diminuido,
perda do reflexo corneal e auricular, respiragdo forcada.
250 Fémeas 0/6 Ptose, sedacdo, anestesia, analgesia, perda do reflexo corneal e
auricular, respiracdo forcada.
Machos 5/6 Sedacdo, anestesia, analgesia, resposta ao toque diminuido, perda do
reflexo corneal e auricular, respiracdo forgada, pilorecéo.
375 Fémeas 3/6 Sedacdo, anestesia, analgesia, perda do reflexo corneal e auricular,
respiracdo forgada, pilorecéo.
Machos 3/6 Sedacdo, anestesia, analgesia, ataxia, resposta ao toque diminuido,
perda do reflexo corneal e auricular, respiragéo forgada.
500 Fémeas 5/6 Sedacdo, anestesia, analgesia, ataxia, resposta ao toque diminuido,

perda do reflexo corneal e auricular, respiragéo forgada.

*M/T= nimero de camundongos mortos/nimero de camundongos tratados.
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5.2.2 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo do O.E.C. frente células tumorais da
linhagem sarcoma 180

Para o ensaio de avaliacdo da atividade antitumoral in vivo frente células tumorais da
linhagem sarcoma 180, os camundongos transplantados foram tratados com O.E.C. nas doses
de 60 e 120 mg/kg durante 7 dias.

Os efeitos inibitérios do O.E.C. no crescimento do tumor, em camundongos
transplantados com sarcoma 180, estdo mostrados no Gréfico 4.

Houve reducéo significante do peso do tumor dos animais tratados com O.E.C., bem
como nos tratados com 5-FU (droga padréo) em relagdo ao controle transplantado. No 9° dia,
a media do peso do tumor do grupo controle transplantado foi 2,21 + 0,19 g. Na presenca do
O.E.C. (60 e 120 mg/kg) as médias dos pesos dos tumores reduziram para 1,78 + 0,12 e 1,33
+ 0,04 g, respectivamente. Para o grupo tratado com 5-FU (25 mg/kg), a média do peso do
tumor foi 0,74 + 0,05 g. As taxas de inibi¢do do crescimento tumoral foram de 19,3% e 39,7%
para os camundongos tratados com O.E.C. nas doses de 60 e 120 mg/kg, respectivamente, e

66,3% para os camundongos tratados com 5-FU (25 mg/kg).
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Gréfico 4 — Efeito do O.E.C. e 5-FU em camundongos transplantados com sarcoma 180. O grafico
mostra 0 peso do tumor (g) e a taxa de inibicdo do crescimento do tumor (%) dos diferentes grupos
experimentais. Dados estdo expressos como média + erro padrdo da média de seis animais. * p<0,05
comparado com grupo controle transplantado (5 % Tween-80) por ANOVA seguido por Tukey.
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5.2.2.1 Avaliacéo da evolucdo ponderal e do consumo de agua e racao

Na Tabela 3 estdo expressos os valores referentes ao consumo de &gua e racéo e a
evolucdo ponderal avaliados durante os sete dias de tratamento com O.E.C. e 5-FU. Observa-
se que ndo houve diferencas significativas no consumo de agua e racdo nos animais tratados
com O.E.C. em ambas as doses e com o 5-FU, quando comparados ao grupo controle
transplantado.

Também nao houve alteragdo na variacdo de massa corporea dos animais tratados

quando comparados com o grupo controle transplantado.

Tabela 3 — Consumo de agua e racdo e avaliacdo da variagdo de massa corpdrea dos animais (n = 6)
do diferentes grupos experimentais.

GRUPOS DOSE CONSUMO DE CONSUMO VARIAGCAO DE MASSA

(mglkg)  AGUA (mL)  DE RAGAO (g) CORPOREA (g)
Controle - S180 - 325+19 22,2409 +638+09
5-FU 25 41,7431 20,4 1,4 + 463405
O.E.C. 60 31,4423 213+1,2 +6,69+07
O.E.C. 120 336+25 19,8 +1,4 +434+07

Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média

5.2.2.2 Avaliacéo dos indices dos 6rgaos

Para avaliar possiveis efeitos tdxicos do O.E.C. sobre os érgdos dos animais, figado,
rins, baco e timo foram extirpados e pesados, ap6s a eutanasia dos animais, e analisados
macroscopicamente. Nenhuma alteracdo macroscopica foi observada, em ambas as doses
utilizadas. Os animais do grupo tratado com 5-FU também ndo apresentaram alteragdes
macroscopicas em seus Orgaos.

O tratamento com O.E.C. com as diferentes doses ndo resultou em nenhuma alteracéo
significativa nos indices de todos os 6rgdos em relacdo ao controle transplantado. Apds
tratamento com 5-FU foi observado reducéo significativa nos indices de figado, timo e baco,

em relacd@o ao controle transplantado (Tabela 4).
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Tabela 4 — Efeitos do O.E.C. (60 e 120 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) nos 6rgdos de camundongos dos diferentes
grupos experimentais.

DOSE  INDICEDE  INDICE DE INDICE INDICEDE  INDICE DE
GRUPOS  (mg/kg) CORAGAO  FIGADO DE RINS TIMO BACO
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Controle- 4,0%0,2 602+23 106+04 27+03 73+04
180
5-FU 25 32%0,2 49,2+ 18" 10,4£0,2 14+02° 33+0,2°
O.EC. 60 40+0,1 64221 11,6 +0,4 26+03 7905
O.E.C. 120 36+03 57,6 £3.2 11,8+08 22%03 70£06

Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média
% p<0,05 comparado com grupo controle transplantado (5 % Tween-80) por ANOVA seguido de Tukey
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6 DISCUSSAO

Segundo recente relatorio da Agencia Internacional para Pesquisa em Cancer
(IARC)/OMS, o impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos. O continuo
crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, afetou de forma significativa o
impacto do cancer no mundo (WHO, 2011). Assim, nas ultimas décadas, o cancer ganhou
uma dimensdo maior, convertendo-se em um evidente problema de saude publica mundial. O
maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixa e média rendas (BRASIL, 2011).

Considerando a situacdo atual, uma nova alternativa para o tratamento do cancer é
urgente, visto que muitas células malignas ndo respondem a farmacoterapia disponivel ou até
mesmo desenvolvem resisténcia a estes agentes. O uso de produtos naturais como agentes
anticancer tem uma longa historia que iniciou com a medicina popular e através dos anos foi
incorporada a medicina alopatica (COSTA-LOTUFO et al., 2005).

Nos ultimos anos a importancia dos organismos vegetais como fontes produtivas de
substancias anticancerigenas e outras atividades biol6gicas reativaram interesses sociais e
econémicos, superando obstaculos na construcdo de cenario crescente, estimulando, inclusive,
a percepcdo das liderancas industriais empenhadas na fabricacdo de produtos sintéticos
(BRAZ FILHO, 2010). De acordo com Cragg e Newman (2005), cerca de 50 % das drogas
utilizadas na clinica com atividade anticancer foram isoladas de fontes naturais ou
relacionadas a elas. Portanto, 0 uso de produtos naturais representa a estratégia mais bem
sucedida para a descoberta de novos medicamentos usados na terapia anticancer (BEZERRA
et al., 2008).

O potencial terapéutico de diversos 6leos essenciais tem, portanto, chamado a atencéo
de pesquisadores para testa-los para a atividade anticancer, aproveitando o fato de que seu
mecanismo de acdo é diferente daquele dos classicos agentes quimioterapicos citotoxicos. Os
primeiros relatérios indicaram que componentes do Oleo essencial, especialmente
monoterpenos, tém multiplos efeitos farmacoldgicos sobre o metabolismo do mevalonato, o
que poderia explicar a atividade terpeno-tumor supressiva. Tais componentes tém sido
relatados por exercer atividades quimiopreventivas bem como quimioterdpicas em
modelos tumorais e assim podem representar uma nova classe de agentes terapéuticos
(EDRIS, 2007).

Dentro desse contexto, considerando uma gama de estudos evidenciando potentes

atividades bioldgicas dos 6leos essenciais e seus constituintes, tem-se um cenario propicio
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para a obtencdo de novos produtos naturais com atividade antitumoral (BAKKALI et al.,
2008; HUANG et al., 2010; BRITTO et al., 2012).

Vale aqui ressaltar que o produto natural ndo precisa ser necessariamente o melhor
composto para 0 uso farmacéutico. Esses compostos podem servir como prototipo para o
desenho e desenvolvimento de uma segunda geracdo de agentes com caracteristicas
melhoradas, como o aumento da eficacia e da estabilidade, a melhora das propriedades
farmacocinéticas e a diminuicdo dos efeitos colaterais, (ORTHOLAND e GANESAN, 2004).
Ou ainda ser utilizado em combinacdo com antitumorais ja no mercado, que sdo altamente
toxicos, pratica essa comum nos dias atuais, promovendo melhora da atividade farmacoldgica,
com reducdo da dose, e assim diminui¢do dos efeitos colaterais.

Toxicidade é um evento complexo expresso em um largo espectro de efeitos, que
variam desde simples morte celular até mudancas metabdlicas complexas como neuro, hepato
e/lou nefrotoxicidade, onde ndo hd morte celular necessariamente, mas sim alteraces
funcionais. Além da eficacia, a seguranca de medicamentos fitoterdpicos é de suma
importancia, pois pouco se sabe sobre o potencial toxico de muitas plantas que sdo usadas na
medicina tradicional (EISENBRAND et al., 2002).

Na investigacdo da atividade bioldgica de extratos de plantas e produtos naturais
isolados de plantas, o teste de letalidade com Artemia salina tem sido usado como um método
preliminar e valioso para o estabelecimento de toxicidade geral e parametros de citotoxicidade
(MOSHI et al., 2007).

O teste frente Artemia salina tem demonstrado boa aceitabilidade decorrente da sua
alta sensibilidade, baixo custo, rapidez e por ser de facil manuseio (CAVALCANTE, 2000).
A. salina é uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca, encontrado em aguas
salgadas (CALOW, 1993). Essa espécie marinha tem sido utilizada em experimentos
laboratoriais como um bioindicador, sendo o seu grau de tolerancia em relacdo a um fator
ambiental reduzido e especifico, de modo que apresenta uma resposta nitida frente a pequenas
variacdes na qualidade do ambiente (ABEL, 1989). A letalidade desse organismo tem sido
utilizada para identificacdo de respostas bioldgicas, onde as varidveis morte ou vida sdo as
unicas envolvidas (MEYER et al., 1982).

Uma correlacdo muito positiva entre o teste de letalidade com Artemia salina e
citotoxicidade em células tumorais humanas foi estabelecida por pesquisadores que trabalham
no desenvolvimento de novos agentes anticancerigenos obtidos de plantas no Instituto
Nacional de Céancer nos Estados Unidos (ANDERSON et al. 1991). Essa correlagdo é

considerada tdo boa que a triagem frente ao microcrustaiceo é recomendada pelos
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pesquisadores como um pré-screen eficaz para existéncia de citotoxicidade in vitro
(ANDERSON et al., 1991; QUIGNARD et al., 2003; SILVA et al., 2009).

McLaughlin e colaboradores tém utilizado sistematicamente este bioensaio na
avaliacdo prévia de compostos de plantas conhecidas como antitumorais (MEYER et al.,
1982; McLAUGHLIN, 1991; RUPPRECHT et al., 1990). As fragdes ou substancias ativas
sdo posteriormente testadas em diferentes culturas de células tumorais, obtendo-se uma boa
correlacdo. A significante correlagédo entre o bioensaio e a inibi¢do do crescimento in vitro de
linhagens de células tumorais mostra que esse método pode ser uma ferramenta atil para
triagem na pesquisa de drogas antitumorais (ANDERSON et al., 1991, DA COSTA et al.,
2010).

Como o teste pode ser utilizado para identificar potenciais substancias anticancer, o0s
resultados podem significar que as plantas em teste apresentam alguma toxicidade ou podem
ter atividade anticancer em potencial. Todavia, resultados de toxicidade em animais seréo
cruciais como uma maneira de julgar definitivamente a seguranca dos produtos testados
(MOSHI et al., 2007).

Na avaliagdo do bioensaio com A. salina, valores de CLsy menores que 1.000 pg/mL
representam produtos bioativos (MEYER et al., 1982). Dessa forma, pode-se sugerir que
O.E.C. ¢ bioativo frente A. salina, uma vez que o valor de CLs, obtido para O.E.C. foi menor
que 1.000 pug/mL, apresentando CLso de 191,4 ug/mL, indicando assim que o 6leo é um
possivel candidato a droga antitumoral.

Sabendo que o O.E.C. possui bioatividade, prosseguiu-se o estudo para avaliar a
atividade antitumoral frente células da linhagem murina sarcoma 180. A atividade antitumoral
in vitro foi avaliada através do ensaio de reducdo do MTT. O sistema MTT, usado para medir
a atividade metabolica de células viaveis, é quantitativo e sensivel. Por causa da relacdo linear
entre atividade celular e absorbancia, o crescimento ou taxa de morte de células pode ser
mensurado (ATCC, 2001). O resultado do ensaio mostrou que o O.E.C. reduziu o crescimento
de células sarcoma 180, de forma dependente de concentracdo, apresentando um valor de Clsg
de 217,7 pg/mL, o que caracteriza uma fraca atividade citotoxica para o referido 6leo na
linhagem utilizada. Entretanto, outras linhagens de células, incluindo linhagens humanas, bem
como outros ensaios de citotoxicidade devem ser realizados para melhor definir esse efeito.

Esse resultado mostra que ndo houve uma boa correlacdo com o resultado obtido no
bioensaio com A. salina, o que pode ser pelo fato da linhagem testada ser murina, uma vez
que essa correlacdo é bem sucedida com células tumorais humanas, refor¢cando ainda mais a

necessidade de estudos utilizando tais linhagens celulares.
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Considerando que as substancias citotoxicas ndo sdo letais as células neoplésicas de
modo seletivo, ou seja, estruturas celulares normais também séo afetadas significativamente, a
busca por novas drogas com maior poténcia quimioterapica e que desenvolvam menos efeitos
toxicos e constante (PITA, 2010).

Efeitos citotoxicos de diferentes compostos podem estar relacionados com danos a
membrana celular ou alterages em sua permeabilidade (HADNAGY et al., 2003).

A membrana eritrocitaria € uma estrutura delicada que pode ser significativamente
alterada por interacdes com medicamentos (AKI e YAMAMOTO, 1991). Vérios estudos
indicam que certos compostos isolados de plantas, tais como polifenois, glicosideos,
saponinas e triterpenoides podem causar alteragdes nas membranas das células vermelhas do
sangue e, posteriormente, produzir hemolise (NG; LI e YEUNG, 1986; BADER et al., 1996;
GRINBERG et al., 1997; ZHANG et al., 1997).

A partir deste fato, é possivel inferir que a estabilidade mecénica da membrana dos
eritrécitos € um indicador para avaliacdo da citotoxicidade de uma droga em estudo frente
células ndo tumorais do organismo, fornecendo por meio de seus resultados indicios para uma
possivel toxicidade in vivo (AKI e YAMAMOTO, 1991; SILVA, 2007). Eritrocitos também
fornecem um modelo preliminar para o estudo de efeitos protetores e toxicos de substancias
ou situaces associadas com estresse oxidativo, sendo um possivel indicador desse tipo de
dano as células ndo tumorais in vivo (APARICIO et al., 2005; LEXIS et al., 2006; MUNOZ-
CASTANEDA et al., 2006; SILVA et al., 2009). Este ensaio permite avaliar o potencial da
droga-teste em causar lesdes na membrana plasmatica da célula, seja pela formagéo de poros
ou pela ruptura total (COSTA-LOTUFO et al., 2002).

Agéncias regulatorias, a exemplo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) recomendam a realizacdo de ensaios desta natureza para a aprovacao de produtos
cosméticos. O ensaio permite quantificar e avaliar os efeitos adversos dos tensoativos
empregados em xampus, sabonetes liquidos e produtos de higiene sobre a membrana
plasmatica das hemacias e a consequente liberacdo da hemoglobina (hemdlise) e ainda, o
indice de desnaturacdo da hemoglobina, avaliado através de sua forma oxidada, ambos
quantificados por espectrofotometria. A relacdo entre a hemolise e oxidacdo da hemoglobina
fornece um parametro de caracterizacdo dos efeitos dessas substancias in vitro (BRASIL,
2003).

Partindo dessas premissas, avaliou-se a citotoxicidade do O.E.C. em células ndo
tumorais através do ensaio de citotoxicidade com eritrocitos de camundongos Swiss. O

resultado obtido (CH50 = 370,3 ug/mL) sugere que O.E.C. apresenta moderada toxicidade
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frente eritrocitos, células estas comumente afetadas nos tratamentos com agentes
antineoplasicos. Segundo dos Santos Junior e colaboradores (2010), um produto natural em
estudo, para ndo apresentar atividade hemolitica, deve apresentar CHsy maior que 1250
pg/mL.

Tal atividade corrobora com achados na literatura, uma vez que estudos indicam que
alguns compostos isolados de plantas, tais como terpenoides, assim como polifenois,
epicatequinas e saponinas podem causar mudancas na membrana de células vermelhas
sanguineas e subsequentemente produzir hemolise (NG et al., 1986; GRINBERG et al., 1997;
ZHANG et al., 1997).

Um grande nimero de compostos de diferentes fontes foi apontado como sendo
responsaveis por hemdlise in vitro. Entre estes destacam-se substancias derivadas de plantas
(GANDHI e CHERIAN, 2000), metais pesados (RIBAROV e BEMOV, 1981) e produtos
farmacéuticos (YAMAMOTO et al., 2001). O efeito hemolitico direto de diferentes agentes
toxicos é devido a uma variedade de mecanismos nao especificos. Por exemplo, surfactantes
causam hemolise através da dissolu¢cdo da membrana plasmatica de eritrocitos devido a
aumento da fragilidade ou devido a lise osmética causada pelo aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica (APARICIO et al., 2005). Por outro lado, compostos do tipo
xenobioticos, tais como fenois, sdo capazes de promover hemolise através da oxidacdo da
hemoglobina, formando metahemoglobina (BUKOWSKA e KOWALSKA, 2004). A
bilirrubina promove a perda de lipideos na membrana plasmatica dos eritrécitos, com a
exposicao de residuos de fosfatidilserina (BRITO et al., 2002). Saponinas, por sua vez, podem
ser utilizadas como controle positivo para avaliacdo da acdo hemolitica, pois sdo capazes de
produzir modificagfes na membrana do eritrocito, causando ruptura e liberacdo de pigmentos
de hemoglobina caracteristicos (BADER et al., 1996).

Adicionalmente, estudos de uma variedade de agentes antineoplasicos, em diferentes
linhagens celulares, tém demonstrado que alguns desses agentes executam sua fungédo por
inducg&o de estresse oxidativo (CAO et al., 2004; MESHKINI e YAZDANPARAST, 2010).

E evidente que para que se possa precisar uma possivel atividade oxidativa do O.E.C.
sobre eritrdcitos murinos, Sdo necessarios outros experimentos que investiguem esta atividade
em especial, néo realizados neste trabalho. Contudo, recentes estudos mostram que em células
eucaridticas, 6leos essenciais podem agir como pré-oxidantes afetando as membranas internas
e organelas como a mitocéndria. Dependendo do tipo e concentracdo, eles exibem efeitos
citotoxicos nas células vivas, mas sdo geralmente ndo-genotoxicos. Em alguns casos,

mudangas no potencial redox intracelular e disfuncdo mitocondrial induzidas por 6leos
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essenciais podem ser associadas com sua capacidade de exercer efeitos antigenotdxicos. Esses
achados sugerem que, pelo menos em parte, efeitos benéficos encontrados em éleos essenciais
podem ser devido a efeitos pro-oxidantes em nivel celular (BAKKALI et al., 2008).

Dessa forma, sdo necessarios experimentos adicionais para descobrir o0 exato
mecanismo responsavel pelo efeito hemolitico do 6leo em estudo, dentre eles, experimentos
para quantificar o envolvimento do estresse oxidativo nesse mecanismo.

A investigacao dos efeitos in vivo do O.E.C. iniciou-se com o teste toxicoldgico pre-
clinico agudo, uma vez que a pesquisa com um novo produto natural deve apresentar estudos
toxicologicos pré-clinicos capazes de proporcionar aos pesquisadores clinicos alguma
seguranca sobre as doses potencialmente toxicas em animais de laboratorio, além das provas
de eficacia que deve demonstrar. Estes indicios de toxicidade sdo fornecidos pela dose letal
mediana (DLsp), caracterizada como a dose Unica de uma substancia capaz de provocar a
morte de 50% dos animais experimentais, justificando a escolha das doses utilizadas para 0s
experimentos de atividade antitumoral in vivo subsequentes (LITCHFIELD e WILCOXON,
1949; EATON e GILBERT, 2008).

O ensaio toxicoldgico pré-clinico agudo foi realizado com O.E.C., em camundongos
submetidos as doses de 250, 375 e 500 mg/kg, pela via intraperitoneal, obtendo-se uma DLsg
de 366,1 mg/kg. A triagem farmacoldgica descrita por Almeida e colaboradores (1999)
apresenta uma metodologia simples para triagem de extratos, substancias, dentre outros
produtos vegetais com possiveis atividades estimulantes e depressoras do SNC e SNA.

Na observacdo dos parametros descritos no protocolo foram evidenciadas que as
alteracdes/ efeitos foram tanto mais frequentes e intensos quanto maior a dose. Associando-se
isso ao fato de ndo terem sido observados no grupo controle, e na primeira dose experimental
(250 mg/kg) em grau bem diminuido, aparenta-se haver uma relacdo entre doses e efeitos
toxicos agudos do produto natural avaliado.

Nas demais doses experimentais (a partir de 375 mg/kg), foi constatado que as
alteracdes neurologicas observadas em alguns animais logo nas primeiras 4 horas ap0s 0
tratamento mostraram-se com predominéncia de sinais indicativos de acdo depressora do
Sistema Nervoso Central (SNC), principalmente: ptose, sedacdo, analgesia e resposta ao toque
diminuido.

A ocorréncia de ptose palpebral é descrita em algumas classes de drogas depressoras
como os neurolépticos e os analgésicos de acdo central. Ja a diminuicdo ou perda do reflexo a

dor, sugere uma atividade antinociceptiva ou analgésica (ALMEIDA et al., 2006).
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Foram ainda observados efeitos do O.E.C. sobre o SNA que sugerem inibicdo
parassimpatica, uma vez que foi registrado em destaque a respiracdao forcada (ALMEIDA et
al., 2006).

De acordo com Mariz e colaboradores (2006), alguns dos parametros que evidenciam
toxicidade s&o: paralisia do trem posterior, ptose palpebral, dispneia, perda de peso, dentre
outras. Esta informacdo pode ser importante em estudos de mecanismos de toxicidade.

N&o se ignora o fato, portanto, de que os indicios de toxicidade neurologica foram
obtidos em doses que, apesar de elevadas, eram Unicas, como convinham ao objetivo do
experimento. E importante a observacdo ainda de que esses efeitos que se sugerem
depressores sobre 0 SNC ocorreram em doses superiores as recomendadas para a terapéutica
em ensaios farmacoldgicos com esse produto natural. Entretanto, maiores observagc6es, como
as realizadas a partir de experimentos toxicoldgicos com o tratamento prolongado com o
produto em questdo e/ou experimentos especificos de atividade sobre o SNC, seriam
necessarios para obterem-se maiores conclusdes sobre os dados observados.

Uma vez realizado a triagem toxicoldgica inicial foi possivel determinarmos as doses
farmacoldgicas para prosseguirmos com o estudo, investigando a atividade antitumoral do
O.E.C. invivo.

Sarcoma 180 é um tumor de origem murina e é uma das linhagens mais
frequentemente utilizadas em pesquisas de avaliacdo da atividade antitumoral in vivo. Muitos
efeitos farmacoldgicos observados em animais podem estender os resultados em alto valor de
aplicacdo para a espécie humana (ITO et al., 1997; LEE et al., 2003; KINTZIOS, 2004).

Nos estudos de atividade antitumoral in vivo foi utilizado como controle positivo o
antineoplasico 5-FU. Desde 1957, esse medicamento tem um importante papel no tratamento
do cancer. Hoje em dia é utilizado principalmente no tratamento de canceres de célon, mama,
cabeca e pescoco (PETERS e KOHNE, 1999). O seu mecanismo de ac¢do inclui inibicdo da
timidilato sintase (TS) pelo 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato (FAUMP), incorporagéo
de 5-fluorouridina-5’-trifosfato (FUTP) ao RNA e incorporacgdo do 5-fluoro-2’-deoxiuridina-
5’-trifosfato (FAUTP) ao DNA. A inibicdo da TS, uma enzima importante na sintese de
pirimidina, resulta na deplecdo do trifosfato de deoxitimidina (dTTP) e um aumento no
trifosfato de deoxiuridina (dUTP) seguida da diminuicdo na sintese e reparo de DNA
(NOORDHUIS et al., 2004).

Na avaliacdo da atividade antitumoral in vivo, apos sete dias de tratamento com o
O.E.C., houve reducdo significativa do peso do tumor dos animais tratados com O.E.C., bem

como nos tratados com 5-FU em relacdo ao controle transplantado. Portanto, pode-se afirmar
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que existe uma atividade antitumoral in vivo significativamente moderada para o produto
natural estudado (Grafico 4).

Os dados de toxicidade de uma amostra sdo muito importantes e relevantes, uma vez
que as neoplasias sdo responsaveis por elevadas taxas de mortalidade e muitos dos
tratamentos utilizados nessas neoplasias, como os radioterdpicos e quimioterdpicos, tem
efeitos colaterais indesejaveis (MACHADO et al., 2008). Portanto, h4 uma incessante busca
de farmacos eficientes, que tenham baixa toxicidade e, consequentemente, causem o minimo
de efeitos colaterais (VERCOSA JUNIOR et al., 2007).

Sabendo-se dos diversos efeitos colaterais que os farmacos antineoplésicos apresentam
como resultado de sua toxicidade sobre outras células do organismo que ndo tumorais,
procedeu-se também a investigacdo de possiveis efeitos toxicos do O.E.C. durante o
experimento de avaliacdo da atividade antitumoral in vivo, que foi caracterizado por doses
repetidas ao longo de sete dias.

Praticamente todas as drogas antineoplasicas causam alteragdes gastrintestinais, dentre
elas a anorexia. A anorexia estd diretamente associada a desnutricdo e a perda de peso. A
incidéncia da primeira em pacientes com cancer varia de 40 a 80%, resultando em efeitos
clinicos que se manifestam por dificuldade de cicatrizacdo, aumento do risco de infeccéo,
diminuicdo da resposta ao tratamento, da qualidade de vida e sobrevida, dentre outros
(OLIVEIRA, 2010). Ja a perda de peso esta tipicamente associada a toxicidade (TALMADGE
etal., 2007).

Neste contexto, parametros que podem ser avaliados nos estudos de avaliacdo da
atividade antitumoral in vivo, realizados com animais, para investigacdo da toxicidade da
droga em estudo sobre o sistema gastrintestinal, sdo o consumo de alimentos e a evolucao
ponderal (XAVIER, 2011).

No que diz respeito ao consumo de 4dgua e racdo e variagdo de massa corporea, 0s
animais tratados com O.E.C. nas doses de 60 e 120 mg/kg ndo apresentaram nenhuma
alteragdo em relagdo ao grupo controle transplantado, o que pode sugerir auséncia de
toxicidade gastrintestinal da substancia em teste.

O figado é o 6rgdo de detoxificacdo dos mamiferos e os rins 0 6rgdo excretor mais
importante, e ambos s@o susceptiveis a drogas quimioterapicas. (KATZUNG, 2003).

O figado é o maior e mais complexo dos 6rgaos internos. Esta envolvido com a sintese
de proteinas plasmaticas, lipidios e lipoproteinas, mas também tem funcdo na reserva de
energia, sintese de varios horménios e, principalmente, € o 6rgdo onde ocorre o metabolismo

das drogas lipossoluveis, bem como de outros compostos potencialmente toxicos (HENRY,
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2008). Dessa forma, assim como os rins, o figado ¢ um 6rgdo susceptivel aos efeitos dos
antineoplasicos.

Em relacdo ao indice desses orgaos, foi possivel observar que ndo houve alteracdo no
indice dos rins em nenhum grupo experimental e uma diminuicdo significativa no indice do
figado nos animais tratados com o 5-FU quando comparados ao grupo controle transplantado.
A hepatotoxicidade apresentada esta em concordancia com os autores que mostram que
hepatocitos, expostos a altas concentracdes do 5-FU apds administracdo intraperitoneal,
apresentam reducdo de aproximadamente 5% do peso do 6rgdo devido a ativacdo de
processos apoptéticos (EICHHORST et al., 2001).

O sistema imune é um conjunto de células e 6érgdos que trabalham juntos para
defender o corpo contra ataques de “invasores estrangeiros”. A degeneracdo ou atrofia dos
orgdos relacionados ao sistema imune, influenciam as fun¢Ges normais de todo o organismo.
Nesse contexto, 0 baco e o timo sdo 6rgdos com fun¢des importantes no sistema imunoldgico
que geralmente sdo susceptiveis a varias drogas, principalmente aos agentes antineoplasicos
(MOURA, 2012).

Em animais adultos, o timo estd envolvido no estabelecimento e restauracdo das
funcdes imunes, em particular a producdo e desenvolvimento de linfécitos (YOKOZI, 1973).
Assim, o timo fornece resisténcia contra o desenvolvimento de tumores em animais (OGISO
etal., 1976).

A diminuicdo nos indices do timo e baco nos animais tratados com o 5-FU sugere que
houve apoptose nesse tipo celular, como relatado por Eichhorst e colaboradores (2001) em
seu estudo.

N&o observou-se alteracdes nos indices do timo e baco dos animais tratados com o
O.E.C. quando comparados ao grupo controle transplantado, o que permite uma conclusédo
parcial de auséncia de uma possivel imunomodulacdo pelo produto natural estudado. Vale
ressaltar que os animais tratados com o 5-FU tiveram os indices do timo e baco diminuidos
em relacdo ao controle transplantado, indicando atividade imunodepressora dessa droga,

efeito este ndo foi observado no tratamento com o 6leo essencial.
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7 CONCLUSOES

Com base nos estudos realizados, é possivel concluir que o 6éleo essencial das folhas

de Croton grewioides:

Mostrou ser bioativo frente Artemia salina;

Apresentou moderada toxicidade frente eritrocitos de camundongos Swiss;

Apresentou fraco efeito antitumoral in vitro frente células da linhagem murina

sarcoma 180;

Apresentou moderada toxicidade aguda quando administrado a camundongos

Swiss (i.p.);

Apresentou atividade antitumoral in vivo significativamente moderada frente

células tumorais murinas da linhagem sarcoma 180;

Apresentou baixa toxicidade ap6s ensaio de avaliacdo da atividade antitumoral in

vivo, nas doses utilizadas;

Né&o apresentou atividade imunoestimulante como parte do seu mecanismo de acéo
antitumoral, porém, também ndo produziu imunossupressao, que representa um
dos principais efeitos indesejaveis da maioria dos quimioterapicos utilizados

atualmente na pratica clinica;
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