PATRICIA MOREIRA VALENTE

ATIVIDADE ANTICANCER DE EXTRATOS DE Passiflora edulis E Passiflora setacea
E DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Cyanocephalus rugosus E Cantinoa carpinifolia IN
VITRO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagdao em Biologia Celular e Estrutural,
para obtencgdo do titulo de Doctor Scientiae.

Orientadora: Anésia Aparecida dos Santos

Coorientadora: Vania Maria Moreira Valente

VICOSA - MINAS GERAIS
2023



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

gl

Valente, Patricia Moreira, 1993-
V154a Atividade anticancer de extratos de Passiflora edulis e
2023 Fassiflora setacea e dos oleos essenciais de Cyvanocephalus

rugosus e Cantinoa carpinifolia in vitro / Patricia Moreira
Valente. — Vicosa, MG, 2023.

| tese eletronica (124 £.): il. (algumas color.).

Inclui apéndice.

Orientador: Anéesia Aparecida dos Santos.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Geral, 2023.

Inclui bibliografia.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2023.583

Meodo de acesso: World Wide Web.

1. Esséncias e oleos essenciais - Uso terapéutico. 2. Cancer
- Tratamento. 3. Passiflora. 4. Lamiaceae. 5. Maracuja.
I. Santos, Anesia Aparecida dos, 1969-. [l. Universidade Federal
de Vigosa. Departamento de Biologia Geral. Programa de
Pos-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural. I11. Titulo.

CDD 22. ed. 547.71

Bibliotecario{a) responsivel: Euzébio Luiz Pinto CRB-6/3317




PATRICIA MOREIRA VALENTE

ATIVIDADE ANTICANCER DE EXTRATOS DE Passiflora edulis E Passiflora setacea
E DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Cyanocephalus rugosus E Cantinoa carpinifolia IN
VITRO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural,
para obtencdo do titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 11 de agosto de 2023.

Assentimento:

Documento assinade digitalmente

b PATRICIA MOREIRA VALENTE
g ol Data: 28/09/2023 17:19:23-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Patricia Moreira Valente
Autora

Documento assinado digitalmente

b ANESIA APARECIDA DOS SANTOS
g Ll Data: 29/09/2023 17:47:22-0300
Verifique em https://fvalidar.iti.gov.br

Anésia Aparecida dos Santos
Orientadora



A minha mde e a minha avo.



AGRADECIMENTOS

A minha mée que me mostrou que este caminho era possivel.

A minha familia por sempre acreditar nos meus sonhos e na minha capacidade de
conquista-los.

A professora Anésia pela orientagdo e apoio.

A Universidade Federal de Vicosa, pela oportunidade de realizar a pés-graduacio.

Aos meus companheiros de trabalho: Franciele, Marid, Amanda, Marcela, Barbara,
Arlindo, Isabela e Gabriela, pela ajuda, amizade, ensinamentos e momentos de descontracao.

Aos meus companheiros da pds graduacdo em biologia celular e estrutural que foram
essenciais para um melhor aproveitamento das disciplinas e da vida pré-pandemia.

Aos meus amigos que, de perto ou de longe, me ajudaram a manter a sanidade nesta
longa trajetdria.

As minhas companhias felinas e a0 meu companheiro Davi que me acompanharam e
ajudaram a tornar os dias mais leves.

Aos membros da banca que contribuiram para o enriquecimento desta tese.

Aos profissionais e professores do programa de pds graduacdo em Biologia celular e
estrutural, em especial o professor Serrdo e a secretaria Beth, por fazerem um trabalho tao
bonito e humano.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessdo da bolsa de estudos.

A FAPEMIG e ao CNPq pelo financiamento do projeto.



“Minha esperanca é necessaria mas ndo é suficiente. Ela, 50,

’

ndo ganha a luta, mas sem ela a luta fraqueja e titubeia”.
(Paulo Freire)



RESUMO

VALENTE, Patricia Morera, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2023.
Atividade anticancer de extratos de Passiflora edulis e Passiflora setacea e dos dleos
essenciais de Cyanocephalus rugosus e Cantinoa carpinifolia in vitro. Orientadora: Anésia
Aparecida dos Santos. Coorientadora: Vania Maria Moreira Valente.

As familias Passifloraceae e Lamiaceae possuem uma grande diversidade natural, sobretudo no
Brasil. Diversas espécies ja foram relatadas como fonte de compostos bioativos contra
diferentes células cancerosas. O objetivo deste foi avaliar o potencial anticancer e a composi¢ao
quimica de extratos de acetato de etila de Passiflora edulis (SPE) e Passiflora setacea (SPS),
além dos 6leos essenciais de Cyanocephalus rugosus (CR) e Cantinoa carpinifolia (CC),
coletadas no Cerrado (MG). A atividade citotéxica foi avaliada através de ensaio de MTT nas
linhagens B16F10, 4T1, melan-a, VERO, SW480, HEPG-2, para o calculo dos valores de ICsg
e os indices de seletividade (IS), enquanto o tipo de morte celular e as variagdes no ciclo celular
foram avaliadas em diferentes linhagens por citometria de fluxo e microscopia de luz. Os
extratos foram obtidos de sementes, folhas e cascas por extracdo liquido-liquido e os 6leos
essenciais foram obtidos de folhas e flores por hidrodestilacdo e analisados por cromatografia
gasosa e espectrometria de massas (CG/EM). Nos extratos SPE e SPS foram identificados
apenas acidos graxos. O &cido linoléico foi o composto majoritirio (CM) em ambos, com
maiores concentracdes em SPE (74,35 %), comparado a SPS (64,75 %), seguido pelos AO
(4cido oleico) e AP (4cido palmitico), em menores concentragdes. O AO e 0 AP também
tiveram suas atividades citotoxicas avaliadas. Os CM no 6leo de flores e folhas de CR foram:
B-cariofileno (22,84 %), Germacreno D (19,97 %), 6-Acoradieno (11,71 %), Espatulenol (8,30
%) e Tau-cadinol (5,30 %); no 6leo de folhas de CR foram: Germacreno D (16,11 %), B-
cariofileno (12,51 %), Espatulenol (12,16 %), d-Acoradieno (11,98 %) e Oxido de cariofileno
(6,49 %); no 6leo de flores de CC: a-Tujona (43,13 %), Sabineno (8,86 %), Espatulenol (7,92
%), Oxido de cariofileno (5,41 %) e B-Tujona (5,13 %) e no 6leo de folhas de CC: a-Tujona
(46,049 %), Espatulenol (6,72 %), Sabineno (6,062 %), Isocariofileno (5,093 %) e a-Copaeno
(4,797 %). O IS de SPS foi de 2,64 para BI6F10 e 8,03 para SW480, enquanto SPE exibiu IS
de 10,91 para a mesma. O AP exibiu IS de 2,19 para 4T1. O IS do 6leo de folhas e flores de CR
foi de 4,72 para HEPG-2 e do 6leo das flores de CC foi de 2,71 para SW480. O tipo de morte



celular desencadeado pelo extrato SPS nas células B16F10 foi a apoptose e para SW480 foi
observado um actimulo de células na fase G2-M associado a um aumento de DNA fragmentado
e células vacuolizadas. Nas células 4T1 o AP também levou ao actimulo de células em G2-M e
aumento de fragmentacdo do DNA. O mecanismo de a¢do identificado para o 6leo de folhas de
CR nas células HEPG-2 foi morte celular por apoptose com fragmentacdo do DNA. Enquanto
os 6leos de folhas e flores de CR e das flores de CC induziram a morte celular por apoptose,
conforme foi identificado na andlise de morfologia celular por microscopia de luz. Esses
achados indicam que os extratos SPE e SPS e os dleos essenciais de CR e CC possuem atividade
anticancer com seletividades promissoras in vitro e podem ser considerados na busca por

compostos naturais com atividade anticancer.

Palavras-chave: Cancer. Cerrado. Espatulenol. Hyptis. Maracuja. MTT. Rosmarinho.



ABSTRACT

VALENTE, Patricia Morera, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2023.
Anticancer activity of extracts of Passiflora edulis and Passiflora setacea and essential oils
of Cyanocephalus rugosus and Cantinoa carpinifolia in vitro. Adviser: Anésia Aparecida dos
Santos. Co-adviser: Vania Maria Moreira Valente.

The Passifloraceae and Lamiaceae families have a great natural diversity, especially in Brazil.
Several species have already been reported as a source of bioactive compounds against different
cancer cells. The aim of this study was to evaluate the anticancer potential and chemical
composition of ethyl acetate extracts from Passiflora edulis (SPE) and Passiflora setacea
(SPS), in addition to essential oils from Cyanocephalus rugosus (CR) and Cantinoa carpinifolia
(CC), collected in the Cerrado (MG). Cytotoxic activity was evaluated by MTT assay on
B16F10, 4T1, melan-a, VERO, SW480 and HEPG-2 cell lines for the calculation of ICsg values
and selectivity indices (SI), while the type of cell death and variations in the cell cycle were
evaluated in different cell lines by flow cytometry and light microscopy. Extracts were obtained
from seeds, leaves and bark by liquid-liquid extraction and essential oils were obtained from
leaves and flowers by hydrodistillation and analyzed by gas chromatography and mass
spectrometry (GC/MS). In the SPE and SPS extracts, only fatty acids were identified. Linoleic
acid was the major compound (MC) in both, with higher concentrations in SPE (74.35 %),
compared to SPS (64.75 %), followed by OA (oleic acid) and PA (palmitic acid), in lower
concentrations. OA and PA also had their cytotoxic activities evaluated. The MC in the oil of
CR flowers and leaves were: PB-caryophyllene (22.84 %), Germacrene D (19.97 %), o-
Acoradiene (11.71 %), Spathulenol (8.30 %) and Tau -cadinol (5.30 %); in CR leaf oil were:
Germacrene D (16.11 %), B-caryophyllene (12.51 %), Spathulenol (12.16 %), d-Acoradiene
(11.98 %) and Caryophyllene oxide (6 .49 %); in CC flower oil: a-Thujone (43.13 %), Sabinene
(8.86 %), Spathulenol (7.92 %), Caryophyllene oxide (5.41 %) and B-Thujone (5.13 %) and in
CC leaf oil: o-Thujone (46.049 %), Spathulenol (6.72 %), Sabinene (6.062 %),
Isokaryophyllene (5.093 %) and a-Copaene (4.797%). The SI of SPS was 2.64 for B16F10 and
8.03 for SW480, while SPE showed SI of 10.91 for it. The PA exhibited a SI of 2.19 for 4T1.
The SI of CR leaf and flower oil was 4.72 for HEPG-2 and CC flower oil was 2.81 for SW480.
The type of cell death triggered by the SPS extract in B16F10 cells was apoptosis and for



SW480 an accumulation of cells in the G2-M phase was observed associated with an increase
in fragmented DNA and vacuolated cells. In 4T1 cells PA also led to accumulation of cells in
G2-M and increased DNA fragmentation. The mechanism of action identified for CR leaf oil
on HEPG-2 cells was cell death by apoptosis with DNA fragmentation. While the oils from
leaves and flowers of CR and CC flowers induced cell death by apoptosis, as identified in the
analysis of cell morphology by light microscopy. These findings indicate that SPE and SPS
extracts and CR and CC essential oils have anticancer activity with promising in vitro

selectivities and can be considered in the search for natural compounds with anticancer activity.

Keywords: Cancer. Cerrado. Hyptis. MTT. Passion fruit. Rosemary. Spatulenol.
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INTRODUCAO GERAL

O cancer é uma preocupacao para a satde publica por ser uma das trés principais causas
de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) no mundo. Em 2019 o céncer foi a primeira
ou segunda causa de morte em 112 de 183 paises, seguido por acidente vascular cerebral e
doenca cardiaca corondria (Bray et al. 2021). Sua incidéncia e mortalidade vém aumentando a
cada ano como resultado de uma combinacdo de fatores, incluindo o envelhecimento, o
crescimento populacional e mudangas associadas ao desenvolvimento socioecondmico (Sung
et al. 2021). Em paises em desenvolvimento foi observada uma transicdo na ocorréncia dos
principais tipos de cancer, com declinio daqueles associados a infec¢Oes e aumento daqueles
associados a habitos e atitudes vinculadas a urbanizacdo como: alimentacdo inadequada,

sedentarismo, polui¢do do ar respirdvel, entre outros (Bray et al. 2018).

7z

O cancer é resultado da carcinogénese, um processo multifatorial e sequencial
envolvendo a ocorréncia de alteragdes moleculares e celulares divididas nas fases de iniciagdo,
promocao e progressao que, apesar de distintas, estdo intimamente conectadas (Ko et al. 2017).
A iniciacdo ocorre devido a um processo denominado mutagénese, onde alteragdes ou mutagdes
ocorrem nos genes de forma espontinea, ou pela exposi¢do a um agente carcinogénico, como

a luz ultravioleta (Ko et al., 2017; Minamoto et al., 1999).

Segundo estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) surgirdo 704 mil novos
casos, no Brasil, no triénio 2023-2025. Dentre os tipos de canceres mais comuns o cancer de
pele ndo melanoma serd o mais incidente (220 mil), seguido pelos canceres de mama (74 mil)

e prostata (72 mil), c6lon e reto (46 mil), pulmao (32 mil) e estdbmago (21 mil) (INCA, 2022).

Terceiro colocado da lista, o cincer colorretal tem sua ocorréncia facilitada devido a alta
taxa de renovacao do epitélio intestinal. Ele € uma doenga multifatorial resultante do estilo de
vida, fatores genéticos e ambientais que se desenvolve lentamente a partir de polipos
adenomatosos ou adenomas. Os principais genes que levam ao desenvolvimento da doenca sao
APC, KRAS e TP53. A delecao de APC apresenta papel principal na inicia¢do, a mutacdo de
KRAS ativa a via intracelular de EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico)
continuamente, promovendo a proliferacio e a sobrevivéncia, enquanto a inativacdo do 7P53
mostrou ser mais relevante para a progressdo e invasividade do cancer (Aran et al., 2016;

Armaghany et al., 2012).
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Ja o cancer de pele tipo melanoma, apesar de ndo aparecer na lista do INCA, é um dos
canceres com maior taxa de mortalidade na atualidade. Derivados das cristas neurais, os
melandcitos sao células comuns a diversos tecidos e que podem acumular danos por exposi¢cao
a radiacdo ultravioleta (UV), originando uma cole¢@o de tumores heterogéneos denominados
melanomas. Além do grau de exposicio UV, sdo fatores que diferenciam os tipos de
melanomas: o local anatdmico de origem, tipo de alteracdo oncogénica, condi¢des imunes e
carga de mutacdes. As mutacdes somdticas mais recorrentes nos melanomas afetam genes das
principais vias de sinalizacdo que governam a proliferacdo (BRAF, NRAS e NF1), crescimento
e metabolismo (PTEN e KIT), identidade celular (ARID?2), resisténcia a apoptose (TP53),
controle do ciclo celular (CDKN2A), que codifica p16INK4A e p14ARF e longevidade celular
(TERT) (Shain and Bastian 2016).

Em aproximadamente 60% dos casos, uma mutacdo de um tnico loco dos oncogenes
BRAF ou NRAS ¢ o suficiente para ativar a via de sinalizagio MAPK e acionar a proliferacdo
dos melandcitos. A maioria dos tumores resultantes € benigna e tem seu crescimento limitado
pelo controle de senescéncia realizado pelos genes supressores de tumores, como CDKN2A. No
entanto, um subconjunto de células pode adquirir alteracdes moleculares adicionais que
contribuem para a perda da funcdo desse gene, além de outros mecanismos que conferem
caracteristicas de invasdo, metdstase e até resisténcia aos tratamentos (Jackett and Scolyer

2019).

Diversos pesquisadores tém demonstrado que a aquisi¢do de resisténcia aos tratamentos,
também denominada multirresisténcia a drogas (MDR), pode estar associada a superexpressao
da glicoproteina transmembrana (P-gp), pertencente a familia de proteinas de transporte do tipo
ABC, incluindo a proteina 1 associada a resisténcia a multiplas drogas (MRP1) e a proteina de
resisténcia ao cancer de mama (BCRP/ABCG2). Estas atuam como bombas de efluxo,
reduzindo os niveis intracelulares de drogas citotoxicas (Martins-Gomes e Silva 2023). Superar
essas resisténcias requer uma busca permanente de novos agentes antineoplasicos (Kuete ef al.

2016).

O composto paclitaxel (comercializado como Taxol) foi originalmente obtido da casca
da arvore, a Taxus brevifolia. E um agente terapéutico empregado no tratamento de canceres,
como: ovario, mama, carcinoma de células ndo-pequenas de pulmao ou sarcoma de Kaposi.
Seu mecanismo de acdo se baseia na interrup¢ao do ciclo celular ao interferir na funcdo da
tubulina, uma proteina do citoesqueleto. Ele atua estabilizando a formagdo do fuso e,

consequentemente ativando o ponto de verificacdo mitético, levando a célula a entrar em
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apoptose (Weaver and Bement 2014). Outras descobertas quimioterdpicas, com base no
potencial biolégico das plantas, foram a camptotecina (Camptotheca acuminata), a vincristina

e a vimblastina (Catharanthus roseus) (Heinrich and Bremner 2006; Newman and Cragg 2007).

Os compostos naturais sdo misturas tnicas e sua composi¢do € influenciada por fatores
como: espécie vegetal, estidgio de desenvolvimento, métodos de extracdo, localizacio
geogréfica e tipo de solo (Vel et al. 2017). Essa grande diversidade e variabilidade torna
desafiador o desenvolvimento de produtos farmacéuticos a base de produtos naturais, uma vez
que a pesquisa por tratamentos opera de acordo com o principio “alvo Ginico, composto nico”
(Hazekamp et al., 2016). No entanto, a ineficicia de tratamentos usando quimioterdpicos com
modo de acdo tunico contra doencas multifatoriais e a constante aquisi¢do de resisténcia pelas
células cancerosas embasam a necessidade da descoberta de medicamentos que atuem em

multiplos alvos (Zimmermann et al., 2007).

Amin e colaboradores (2009) citam quatro classes de mecanismos de ag@o para drogas
anticancer naturais: inibidores da metiltransferase, drogas prejudiciais/pré-oxidantes de DNA,
inibidores de histonas desacetilases (HDACi) e disruptores mitéticos, como o Taxol. Também
ja foi demostrado que os 6leos essenciais t€ém a capacidade de induzir vias de apoptose

intrinsecas e extrinsecas em células cancerosas (Blowman et al. 2018).

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, ¢ um processo
fundamental nas células que garante o correto funcionamento de diversos processos como a
organogénese, reposi¢cdo de tecidos, hematopoiese, atrofia de 6rgaos, resposta inflamatdria e
eliminacdo de células apds dano celular por agentes genotéxicos (Ranganath and Nagashree
2001). Associada a ela estio mudangas morfoldgicas e bioquimicas, facilitadas por duas vias
de sinalizac@o. A via extrinseca € ativada no citoplasma das células pela ligacdo de ligantes
especificos a uma familia de receptores de membrana denominados receptores de fatores de
necrose tumoral (r'TNF). Quando ativados tais receptores se ligam a proteinas citosdlicas
adaptadoras e a moléculas de pré-caspase iniciadora (pré-caspase 8), formando um complexo
de sinaliza¢do indutora de morte (DISC). Ap6s dimerizacao e ativagao no DISC, essas proteinas
caspases executoras downstream (como a caspase 3), sdo recrutadas para induzir a apoptose

(Grivicich et al. 2007).

Na ativacdo pela via intrinseca, as proteinas da familia Bcl2 efetoras pré-apoptéticas
(como as proteinas Bak e Bax) ativadas formam oligdmeros na membrana externa mitocondrial,

induzindo a liberacao de citocromo c e outras proteinas intermembrana para o citosol, que junto
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de subunidades da proteina Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) e da pré-caspase-9
formam o complexo apoptossomo. Esse complexo realizard a ativacdo da caspase-9 (caspase
iniciadora), que por sua vez ird ativar a pro-caspase-3 (caspase efetora). Em muitos casos a via
extrinseca ativada recruta a via apoptotica intrinseca a fim de amplificar a cascata de caspases
e induzir a morte celular. Entre as mudancas morfoldgicas observadas estdo, além da formacao
dos corpos apoptdéticos, a retracao da célula, a condensagdo da cromatina, a perda de aderéncia

com a matriz extracelular e células vizinhas e a fragmenta¢do do DNA (Grivicich et al. 2007).

Dentre os compostos de origem natural tem-se os 6leos essenciais que geralmente
possuem odor forte e caracteristico, resultado da elevada concentracio de compostos
aromaéticos. Sao constituidos por moléculas naturais, complexas, voldteis e odoriferas que sao
sintetizadas por células secretoras presentes em diversos tecidos e 6rgdos vegetais tais como:
folhas, flores, frutos, sementes, cascas e raizes (Bayala et al. 2014). Podem conter de 20 a 60
constituintes diferentes em variadas concentracdes, com dois ou trés constituintes majoritarios

(CM) representando de 20-70% da fracdo disponivel (Bakkali ef al. 2008).

Estudos mostram que nas células eucariéticas, os produtos naturais podem atuar como
pro-oxidantes afetando as membranas de organelas, como a mitocondria (Bakkali et al. 2008).
Isso pode ter relacio com a observacdo de que constituintes especificos podem aumentar a
atividade citotoxica de drogas quimioterapicas, reduzindo a concentragdo necessaria para levar
a morte, com menos toxicidade. Em terapia combinada, crisina (40 uM), um composto presente
na familia Passiflora, e cisplatina (5 ug / mL) aumentaram consideravelmente a taxa de
apoptose das células cancerosas HEPG-2 (cancer de figado humano) ao estabilizar a expressao
do gene TP53 (Li et al. 2015). Ela também aumentou a eficacia terapéutica do docetaxel na
concentracdo de 25 uM (Lim et al., 2016) e apresentou propriedade antiangiogénese inibindo a
expressao do fator induzido por hipdxia la (HIF1a) na linhagem celular DU145 (cancer de
prostata humano) (Fu et al. 2007). O docetaxel € indicado para diversos canceres e seu
mecanismo de acdo consiste em promover a montagem e estabilizacdo dos microtuibulos,

evitando sua despolimerizagao (Cortes e Pazdur 1995).

As familias Passifloraceae e Lamiaceae possuem destaque entre as plantas medicinais
com potencial a ser explorado na busca de compostos anticancer. O género Hyptis Jacq,
sindbnimo botanico dos géneros Cyanocephalus e Cantinoa, possui ampla ocorréncia na
América tropical. No Brasil € o género com o maior nimero de espécies da familia Lamiaceae,
com 69,5 % de espécies endémicas, € uma grande diversidade morfologica na Mata Atlantica

e Cerrado (Harley e Pastore 2012). Algumas espécies sdo usadas na medicina popular no
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tratamento de infeccdes de pele, infecgdes gastrointestinais, caibras e dores (Botrel et al. 2010).
Possuem compostos aromdticos que ja foram relacionados a algumas atividades bioldgicas
incluindo antimicrobiana, citotoxica, inseticida (Kuhnt et al., 1995; Li et al., 2020),
antioxidante e antitumoral (Urban et al. 2021). As espécies Condea tomentosa (Kingston 1977),
Hyptis capitata (Yamagishi et al., 1988), Medusantha martiusii (de Figueirédo et al. 2018a)
Cantinoa stricta (Scharf, et al., 2016) e Cantinoa althaeifolia (Urban et al. 2021) j4 mostraram
atividade contra diferentes células cencerosas e seletividade, comparando essas com células

normais.

O indice de seletividade (IS) de um composto é muito importante pois ele indica, além
da sua capacidade citotoxica, a taxa de células normais que também serdo afetadas. O IS pode
ser obtido pela razao (divisao) entre a concentragdo inibitdria de 50 % (ICso) de células normais
pela concentragao de ICso das células cancerosas, assim, quanto maior sua a¢ao contra as células
de um determinado cancer e, simultaneamente, menor sua acao em células normais, maior sera
seu potencial de seletividade para o cancer em questdo. Resumidamente, o IS indica quantas
c€lulas cancerosas irdo morrer para cada célula normal que também morrera (Oliveira 2019).
Com isso, seletividades acima de 2, sdo consideradas promissoras na investigacao de novos

agentes anticancer (Suffness e Pezzuto, 1990).

A 1identificacdo do tipo de morte celular pode ser realizada através da avaliacdo da
fluorescéncia de marcadores nas células. Células vidveis apresentam o lipideo fosfatidilserina
exclusivamente na face citosélica da bicamada lipidica. Quando acionada a morte celular por
apoptose, ocorre a perda da assimetria da membrana com a exposi¢do do fosfatidilserina em
sua face ndo citosolica, tornando possivel a interacdo entre a proteina Anexina V e o
fosfatidilserina, quando em presenca de célcio. A contagem desses eventos € possivel em
funcdo da deteccdo do fluoréforo FITC pelo citometro de fluxo. O iodeto de propideo também
€ uma molécula fluorescente que se liga ao DNA, porém para que essa ligacdo ocorra, a
membrana plasmaética da célula deve ter sido rompida ou o potencial de membrana deve ter sido

perdido (Schutte et al. 1998).

Assim, células marcadas com Anexina V — FITC, porém ndo marcadas com iodeto, sao
consideradas como células em apoptose precoce ou inicial. Células marcadas com anexina V e
o iodeto estdo em apoptose, propriamente dita, apds a perda do potencial de membrana. E as
células que foram marcadas apenas com iodeto passaram por outro processo de morte celular,
anecrose, com a ruptura da membrana celular. As células sem nenhuma marcacio sao as células

vidveis (Schutte er al. 1998).
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Considerando o exposto, nosso objetivo foi estudar a influéncia, in vitro, de extratos de
Passiflora edulis e Passiflora setacea e de 6leos essenciais de duas espécies da familia
Lamiaceae, Cyanocephalus rugosus e Cantinoa carpinifolia na viabilidade de células
cancerosas e nao cancerosas. O trabalho foi dividido em 2 capitulos sendo o capitulo 1 dedicado
a avaliacdo do potencial anticancer de extratos de Passiflora edulis e Passiflora setacea e o
capitulo 2 dedicado a avaliacao do potencial anticincer dos 6leos essenciais de Cyanocephalus

rugosus € Cantinoa carpinifolia.
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CAPITULO 1: ANALISE CROMATOGRAFICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTICANCER DOS EXTRATOS DE ACETATO DE ETILA DE Passiflora edulis e
Passiflora setacea (PASSIFLORACEAE)

A familia Passifloraceae possui uma grande diversidade natural, sobretudo no Brasil. Diversas
espécies ja foram relatadas como fonte de promissores compostos bioativos contra diferentes
células cancerosas. O objetivo deste foi avaliar o potencial anticancer de extratos de Passiflora
edulis (SPE) e Passiflora setacea (SPS), coletadas no Cerrado (MG), sobretudo os extratos de
suas sementes, além de avaliar sua composi¢ao quimica. A partir da anélise quimica foram
selecionados compostos majoritarios que também tiveram seu potencial anticancer avaliado de
forma comparativa. Os extratos foram obtidos por extra¢do liquido-liquido com o solvente
acetato de etila e a composi¢do dos mesmos avaliada por meio de cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (CG / EM), apos o emprego de técnicas de derivatizacao nos extratos.
A atividade citotéxica foi avaliada em linhagens celulares de melanoma murino (B16F10),
cancer de mama murino (4T1), melandcitos normais murino (melan-a), epitélio de rim normal
de macaco verde africano (VERO) e cincer colorretal humano (SW480), através de ensaio de
MTT. Foram calculados, a partir regressao ndo linear, os valores de 1Cso, IC1o, ICoo € 0 indice
de seletividade (IS) dos extratos SPE e SPS e dos 4cidos graxos AO (4cido oleico) e AP (4cido
palmitico). De acordo com as técnicas de derivatizagdo, nos extratos SPE e SPS foram
identificados apenas dcidos graxos, sendo que o dcido linoléico foi 0 composto majoritario em
ambos, com maiores concentracdes em SPE (74,35 %) quando comparado a SPS (64,75 %).
Em geral os extratos afetaram mais as células cancerosas do que as células normais. A
seletividade de SPE para B16F10 ficou em 0,64 enquanto SPS exibiu seletividade de 2,64. E
para SW480 a seletividade de SPE chegou a 10,91 enquanto SPS exibiu seletividade de 8,03.
O AP exibiu seletividade de 2,19 para 4T1. O tipo de morte celular desencadeado pelo extrato
SPS nas células B16F10 foi a apoptose e para SW480 foi observado um acumulo de células na
fase G2-M associado a um aumento de DNA fragmentado e células vacuolizadas. Nas células
4T1 o AP também levou ao acimulo de células em G2-M e aumento de fragmentacio do DNA.
Esses achados indicam que os extratos de sementes de P. edulis e P. setacea, ricos em acidos
graxos, possuem atividade anticincer com seletividades promissoras, contra essas linhagens in

vitro, e podem ser considerados na busca de novos farmacos citotoxicos.

Palavras-chave: 4T1. B16F10. Cancer. Cerrado. Maracuja. MTT. SW480.
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1 INTRODUCAO

O cancer € apontado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como um importante
problema de sadde ptiblica mundial, especialmente entre os paises em desenvolvimento (INCA,
2022). Com base nas estimativas produzidas pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
Céncer, ocorreram no mundo 18 milhdes de novos casos em 2018 e 9,6 milhdes de 6bitos (Bray
et al. 2018). Para o Brasil, a estimativa mais recente aponta que surgirdo 704 mil novos casos
anuais, no triénio 2023-2025. O cancer de pele ndo melanoma serd o mais incidente (220 mil),
seguido pelos canceres de mama e prostata (74 e 72 mil, respectivamente), c6lon e reto (46

mil), pulmao (32 mil) e estdbmago (21 mil) (INCA, 2022).

Os canceres apresentam como principais caracteristicas a capacidade de subverter a
morte celular, manter a sinalizac@o proliferativa e evitar a acdo de moléculas ou substancias
supressoras de tumor (Amin et al. 2009). Com isso, as estratégias terapéuticas mais utilizadas
estdo focadas em induzir a apoptose e/ou interromper o ciclo celular (Blowman et al. 2018)
através de agentes capazes de interagir ou intercalar com o DNA (Lui ef al. 2007). A utiliza¢do
de farmacos com mecanismos de acdo semelhantes no tratamento do cancer favorece o

desenvolvimento de resisténcia por selecdo (Denipote et al. 2010).

Outro fator preocupante sdo as seletividades, menores ou iguais a 1, dos quimioterapicos
utilizados no Sistema Unico de Satde (SUS), como Cisplatina, Doxorrubicina e Dacarbazina
(Nascimento et al. 2018; Oliveira 2019; Baeta et al. 2021). Quando eficaz, a quimioterapia €
acompanhada por efeitos colaterais nocivos ao organismo do paciente. No entanto, plantas e
produtos derivados destas, sdo boas alternativas pois sdo, em geral, mais simples,
ecologicamente corretos, de baixo custo, de rdpida obten¢do e menos téxicos, quando
comparados aos quimioterdpicos convencionais (Igbal et al. 2017). Como exemplo, os
compostos isolados do extrato hidroalcéolico de folhas de Passiflora mucronata, B-amirina
(triterpeno), B-sitosterol e estigmasterol (fitosterdis), que apresentaram seletividades de 10,9;
12,3 e 12,5; respectivamente, contra células de leucemia mieloide cronica (K562) (da Silva et

al. 2020).

A familia Passifloraceae possui uma grande diversidade natural com 17 géneros e 650
espécies, grande parte pertencente ao género Passiflora. Aproximadamente 500 espécies
ocorrem na América, 145 no Brasil, tornando-o um centro de diversidade da familia com 83

espécies endémicas (Bernacci et al. 2013). Passiflora edulis Sims (Figura 1), popularmente
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conhecido como maracuja amarelo, é a espécie mais comum nos pomares brasileiros (Meletti
1998), possui mais de 110 tipos de constituintes quimicos isolados e identificados, como
flavonoides, triterpenoides, 4cidos graxos e carotenoides. E ja teve diversas atividades
bioldgicas descritas, especialmente, antiproliferativa, antioxidante e anti-inflamatéria (Dhawan

et al. 2004; Storz 2005; He et al. 2020).

Figura 1 — Flores e frutos de Passiflora edulis e Passiflora setacea.

Passiflora edulis Passiflora setacea (Pérola do cerrado)

Fontes: A autora e Ana Maria Costa (2016).

O extrato etandlico de sementes de Passiflora edulis utilizando fluido supercritico
mostraram atividade antitumoral contra o cancer de mama (MCF-7) (ECso de 264,6 pg mL 1
apos 72h e inibiram em 48,5 % o crescimento do tumor (carcinoma ascitico de Ehrlich - EAC)
em camundongos Balb/c na concentragio de 200 mg kg!. O mecanismo de acfo proposto
envolve a oxidacdo de lipidios e proteinas, aumento da atividade do ciclo redox da glutationa,
diminui¢do da atividade da tiorredoxina redutase e indu¢do de dano oxidativo ao DNA, com
interrupg¢do do ciclo G2/M e aumento de 48,2 % de células apoptdticas na linhagem EAC. Os
danos lipidicos, protéicos e de DNA foram associados a presenca de dcidos graxos de cadeia
média e longa como o dcido laurico (Mota et al. 2018). Extratos de sementes obtidos com 80
% de etanol também exibiram bons resultados inibindo a melanogénese (sintese da melanina
em células de melanona humano) e estimulando a sintese de coldgeno (em fibroblastos
cultivados). Resultados, esses, relacionados a presenca de polifendis, especialmente o

piceatannol (Matsui et al. 2010). Além de sementes, outros subprodutos agroindustriais como
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cascas, folhas e caules de espécies frutiferas se destacam como uma valiosa fonte de compostos

naturais bioativos (Martinez et al. 2012; Garcia-Garcia ef al. 2019).

As acdes antioxidante e antiinflamatoéria dos produtos naturais (Costa et al. 2015) podem
contribuir no tratamento de canceres como o melanoma e o colorretal. O efeito prejudicial do
aumento na formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos melandcitos danificados
pela radiacdo UV (Yasui and Sakurai 2003) pode ser minimizado por agentes antioxidantes.
Enquanto a acdo antiinflamatéria é bem-vinda no tratamento do cancer colorretal, visto que,
entre os fatores de risco estdo: histdrico genético familiar, colite ulcerativa de longo prazo e

polipos colonicos (Ma et al. 2019).

A espécie Passiflora setacea DC (Figura 1), popularmente conhecida como
maracujazeiro-sururuca ou maracujazeiro-do-sono, ocorre nos biomas Cerrado, Caatinga e em
dreas de transicdo como o semi-arido mineiro (Brasil) (Ataide et al. 2012). Apresenta grande
potencial para consumo in natura, em fungdo do sabor adocicado de sua polpa, além de possuir
propriedades tranquilizantes (Sanchez et al. 2020) e antioxidantes (Santana et al. 2015). O
extrato etandlico das folhas de P. setacea (50 ng mL™!) exibiu citotoxicidade contra células SF-
295 (glioblastoma humano) e estimulou o crescimento de OVCAR-8 (carcinoma de ovério
humano) e HT-116 (cancer de colén humano) (Amaral et al. 2019). O efeito agudo do consumo
do suco de P. setacea foi testado em humanos e, Duarte e colaboradores (2020) observaram
efeitos metabdlicos benéficos, além da expressdo diferenciada de genes envolvidos em

processos como inflamacdo e adesdo celular.

Diversas espécies de Passiflora foram investigadas frente a sua atividade antitumoral,
com destaque para a espécie P. edulis (Rowe et al. 2004; Thu et al. 2010; Silva et al. 2012;
Zhang et al. 2013; Lourith and Kanlayavattanakul 2013; Kuete et al. 2016; Hong et al. 2017;
Ramirez et al. 2017; Mota et al. 2018; Yamamoto et al. 2019; Ramirez et al. 2019; Sabino et
al. 2020; de Sousa et al. 2020; Kido et al. 2020), P. alata (Ozarowski et al. 2018; Amaral et al.
2019, 2020), P. mucronata (da Silva et al. 2018, 2020; Amaral et al. 2019), P. incarnata
(Sujana et al. 2012; Ma et al. 2014; Ozarowski et al. 2018), P. tetrandra (Perry et al. 1991), P.
foetida (Moongkarndi et al. 2004; Arung et al. 2009; Ampasavate et al. 2010; Dheeban Shankar
et al. 2017), P. molissima (Ballesteros-Vivas et al. 2020), P. ligularis (Carraz et al. 2015), P.
quadrangularis (Rivas-Mena et al. 2015; Amaral et al. 2019), P. capsularis, P. cincinnata, P.
gibertii, P. maliforms, P. mallacophyla, P. morifolia, P. racemosa, P. setacea, P. suberosa, P.

tenuifila, P. vitifolia (Amaral et al. 2019), P. acuminata (Suffredini et al. 2006), P. tripartita
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(Kumar et al. 2015). Além de espécies da familia Passifloraceae, incluindo Adenia lanceolata

e Adenia stenodactyla (Stirpe et al. 2007).

Considerando o exposto, nossos objetivos foram selecionar extratos de P. edulis e P.
setacea com baixa toxicidade para células normais; analisar cromatograficamente os extratos
de sementes das Passifloras; avaliar os seus efeitos desses na viabilidade celular das linhagens
normais melan-a, VERO e BGM e cancerosas B16F10, 4T1 e SW480 através de ensaios de
MTT, e calcular, com base na curva de dose-resposta, a concentragao inibitéria de 50 % das
células (ICsp) e o indice de seletividade dos extratos. Os dcidos graxos identificados nos extratos
também tiveram seus efeitos celulares avaliados visando comparar o resultado dos compostos
isolados com o extrato bruto para melhor compreensdo do potencial anticincer. Além de
investigar, por citometria de fluxo, o tipo de morte, os efeitos no ciclo celular e as mudancas

morfoldgicas dos tratamentos com seletividades superiores a 2.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e obtencao dos extratos de Passiflora

Entre julho e agosto de 2020 foram coletados frutos e folhas de Passiflora edulis Sims
f. Flavicarpa Degener e Passiflora setacea (cultivar BRS Pérola do Cerrado), cultivadas na
cidade de Rio Paranaiba, (Cerrado Mineiro). As amostras coletadas faziam parte de plantagdes
Ja estabelecidas na cidade. O material foi processado no Laboratério de Desenvolvimento de
Agroquimicos Naturais da UFV — CRP (Universidade Federal de Vicosa — Campus de Rio

Paranaiba).

Folhas, sementes e cascas foram secas em temperatura ambiente durante 7 dias e
trituradas por turbélise com o auxilio de um liquidificador. Para obten¢do dos extratos foi
empregado o método de extracdo por maceragdo, com o solvente acetato de etila, sob agitagcdo
(Figura 2). Foram realizadas 3 renovacoes de solvente a cada 24 horas, e apds 1sso, 0s extratos
foram filtrados, concentrados com a evaporagao rotativa, em baixa pressao, e armazenados

protegidos da luz em refrigeracdo a -2 °C.
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Figura 2 - Obteng@o dos extratos de Passiflora por maceragdo com agitagdo em mesa agitadora tipo shaker (a) e

filtracdo (b)

Fonte: A autora.
A quantidade de material vegetal, solvente utilizado e rendimento dos extratos &
apresentada na Tabela 1. Os extratos foram identificados seguindo: CPS— Casca de Passiflora
setacea, FPS — Folha de Passiflora setacea, SPE — Semente de Passiflora edulis, CPE — Casca

de Passiflora edulis, SPS — Semente de Passiflora setacea.

Tabela 1 - Obtengdo e rendimento dos extratos de P. edulis e P. setacea

Extratos  Peso do material ~ Volume total de Peso do extrato Rendimento (%)
em po (g) (PMP) solvente (mL) bruto seco (g) (PEBS/PMP)
(PEBS)
CPS 40 300 0,39 0,99
FPS 30 300 0,79 2,63
SPE 40 300 10,70 26,75
CPE 40 300 0,38 0,96

SPS 40 300 14,26 35,64
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CPS (Cascas de Passiflora setacea), FPS (Folhas de Passiflora setacea), SPE (Sementes de Passiflora edulis),
CPE (Casca de Passiflora edulis), SPS (Sementes de Passiflora setacea). Fonte: A autora.

2.2 Cultivo e manutencio das células in vitro

As linhagens aderentes melan-a, cedida pelo Laboratério de Oncologia Experimental,
Universidade de Sao Paulo (USP-SP), B16F10 cedida pela prof®. Mirian T. Paes Lopes do
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG-MQG), 4T1,
VERO, BGM e SW480, cedidas pelo prof. Gustavo Costa Bressan do Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Vigosa (UFV-MG) e MCF-7 adquirida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ) foram mantidas em frascos de cultura de poliestireno com os
respectivos meios de cultura (Sigma-Aldrich®) indicados na Tabela 2. Foram utilizados 2
agentes antimicrobianos, a 1 % cada, (ampicilina e streptomicina) (Sigma-Aldrich®) e os
frascos foram incubados em estufa em condicdes padrdo (37 ° C com atmosfera imida (95 %)

e 5 % de CO») até a confluéncia das células,

Tabela 2 - Linhagens celulares, origens e respectivos meios de cultivo utilizados

Linhagem  Especificagdo Meio de cultura Observacao
VERO Epitélio de rim normal de DMEM e 10 % SFB
macaco verde africano
BGM Epitélio normal de macaco DMEM e 10 % SFB
verde africano
MELAN-A Melandcitos normais RPMI1640 e 10 % 0,1 % de fator de
murinos SFB crescimento PMA
SW480 Cancer colorretal humano 5 DMEM, Y2 RPMI
e 10 % SFB
MCEFE-7 Cancer de mama humano RPMI com 10 % 0,1% de insulina
SFB
BGM Epitélio normal de macaco DMEM e 10 % SFB
verde africano
B16F10 Melanoma murino DMEM e 10 %SFB
4T1 Cancer de mama murino RPMlI e 10 % SFB

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium); RPMI1640 (Roswell Park Memorial Institute); PMA (Phorbol-
12-miristato-13-acetato); Meio completo: apds adicdo de SFB (Gibco®) (Soro fetal bovino). Fonte: A autora.
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2.3 Plaqueamento celular

Ap6s a confluéncia, as linhagens foram lavadas com PBS-EDTA (solucdo fosfato
salino), tripsinizadas (Sigma-Aldrich®) e ressuspendidas em meio completo para contagem na
cAmara de Neubauer. No plaqueamento foram semeadas 1 x 10* células em 100 pL de meio
completo, em cada poco das placas de 96 pocos. Estas foram incubadas em estufa, sob

condic¢des padrao, por 24h para aderéncia.

2.4 Triagem dos extratos de Passiflora em concentracao tinica por ensaio de MTT

Ap6s aderéncia da linhagem melan-a, os extratos diluidos em dimetilsulf6xido (DMSO
0,5 %) (Sigma-Aldrich®) foram incorporados em meio completo e cada pogo com células
recebeu aliquotas de 100 uL da solucdo na concentracdo de 50 ug mL!, segundo Amaral et al.
(2019). As células foram novamente incubadas em estufa de CO; durante 48h e 60h.
Posteriormente, os tratamentos foram substituidos por 50 pl de solucao de meio contendo 10 %
de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazélio) (0,5 mg mL! - Sigma-
Aldrich®) e as placas foram incubadas novamente por 3 horas, protegidas da luz. Apds esse
periodo o MTT foi substituido por 50 ul de DMSO, por pogo, para dissolver os cristais de
formazan sintetizados nas células vidveis pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase
(Kumar et al. 2018). A absorbancia das placas foi medida utilizando um espectrofotdmetro
(SpectraMax®) a 570 nm. Pocos com células tratadas com meio completo contendo DMSO
0,5% foram utilizadas como controle negativo e pogos sem células como branco durante a

leitura da absorbancia.

A porcentagem de células vivas representa a viabilidade celular e foi calculada

utilizando os dados de absorbancia (Abs) conforme a equacio:

) ) média Abs tratamento
% células vivas = —— — X 100
média Abs controle negativo

2.5 Analise cromatografica dos extratos de P. setacea e P. edulis

Levando em considera¢ao o menor efeito na viabilidade de melan-a e o alto rendimento,
os extratos SPE e SPS foram selecionados para investigagdao da sua composi¢do quimica.

Antecedendo a andlise em cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM)
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foram utilizados dois processos de derivatizacdo visando melhorar as condig¢des

cromatdgraficas: esterificacdo e sililacao.

A conversdo em ésteres metilicos foi obtida pelo tratamento de 20 mg de cada extrato,
solubilizado em 2 mL de n-hexano, com 0,1 mL de solucdo metandlica de KOH a 2 molL!. A
mistura foi agitada em aparelho tipo Vortex por 10 minutos, em seguida, foram adicionados 2
mL de solucdo saturada de NaCl. Apds repouso, a fase orgénica foi recolhida para a andlise

(Rabello et al. 2017).

A trimetilsililagdo dos prétons édcidos, para elevar a volatilidade dos metabdlitos, foi
realizada pela mistura de 20 mg de extrato, com 40 uL de solucdo de cloridrato de metoxiamina
(20 mg mL! em piridina), seguida de aquecimento até 60 °C, temperatura mantida por 30
minutos. No mesmo frasco, sem resfriar, foram adicionados 160 pL de solucdo de N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) contendo 1 % de trimetilclorosilano (TMCS). O
aquecimento foi mantido por mais 30 minutos e depois a amostra foi transferida para a andlise

(Das et al. 2016).

As condi¢des cromatograficas empregadas foram injecdo de 1 uL na concentragdo de
0,1% dos extratos, empregando temperatura do forno programada inicialmente a 150 °C, por 2
minutos, com elevacdo de 5 °C por minuto até atingir 230 °C, permanecendo por 7 minutos,
seguido de elevagdo de 5 °C por minuto até 260 °C, mantidos por 30 minutos, nova taxa
aquecimento de 5 °C por minuto foi utilizada até 280 °C, mantidos por 10 minutos. A
temperatura do injetor foi de 230 °C, do detector foi 240 °C e foi empregada razao split 1:10.
A 1identificacdo dos componentes foi realizada através dos tempos de retencdo (RT) e pela
comparag¢do dos espectros de massa com a biblioteca de espectros de massa Wiley 6.0 (EUA).
A quantificacao dos constituintes foi realizada a partir dos perfis do cromatograma utilizando

areas relativas dos picos (%) (Rabello et al. 2017).
2.6 ICso e seletividade dos extratos SPE e SPS por ensaio de MTT

Os tratamentos que se mostraram promissores na triagem de concentragdo tnica foram
repetidos para todas as linhagens (melan-a, B16F10, 4T1, VERO, BGM e SW480) e avaliados
por MTT apds 48h de exposi¢do, conforme descrito acima. Nesses foram utilizadas as
concentracdes 31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg mL -1 para calcular o ICso e o indice de
seletividade, com exce¢des nas linhagens VERO e BGM, para as quais foi adicionada a

concentracdo de 1500 pg mL -1 e B16F10, onde foram utilizadas as concentragoes 23,43; 46,87,
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93,75; 187,5; 375; 750 e 1500 pug mL "!. O acréscimo das concentracdes ocorreu visando

melhorar o calculo do ICsy.

A concentragao inibitéria de 50% das células (ICso) foi calculada para cada extrato por
meio de regressao ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células
vivas), utilizando os programas GraphPad Prism® 5.0 e Microsoft Office Excel 2013®. O
indice de seletividade foi calculado utilizando os resultados obtidos de ICsp em células

cancerosas e células normais, conforme:

1C50 linhagem normal

Indice de seletividade =
ndice ae secetiviaade = 1oy linhagem cancerosa

Através dos valores de Log ICso e HillSlope obtidos com a porcentagem de células vivas
foram calculadas as concentragdes inibitorias de 10 % (IC1o), com 90 % de viabilidade, e de 90

% das células (ICqp), com 10 % de viabilidade, seguindo:

Log IC50 — 1
LOg IC10 = 100
HillSlope * (Log 90 (gg—1))
Log IC50 — 1
Log 1C90 = 100
HillSlope * (Log 10 (15 —1))

Também foram calculadas as seletividades dos compostos considerando o ICig e o ICo.

2.7 ICso e seletividade dos acidos graxos presentes nos extratos por ensaio de MTT

Com base nos acidos graxos identificados por CG-EM e na disponibilidade de acesso
desses na UFV, foram selecionados os dcidos oleico e palmitico (Figura 3) para serem testados
de forma isolada, nas mesmas condi¢des que os extratos SPE e SPS, com o objetivo de comparar
seus efeitos puros contra os efeitos obtidos dos extratos de acetato de etila. Para isso, foram
obtidos, através de doacgdo, os dcidos palmitico (4cido hexadecandico, saturado, peso molecular:
256.43) e oleico (4cido cis-9-octadecendico, monoinsaturado, peso molecular: 282.46) de grau

analitico com pureza superior a 99 % (Sigma-Aldrich®).
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Figura 3 - Férmulas estruturais do 4cido oleico e 4cido palmitico
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Fonte: A autora.

As concentracdes de estudo foram definidas com base nos percentuais dos dcidos graxos
identificados nos extratos SPE e SPS pelo método de sililacdo e na maior concentracao utilizada

para a criacdo das regressdes nio lineares (1000 g mL ).

O valor médio de 4cido oleico encontrado nos extratos foram respectivamente, SPE e
SPS: 29,01 % + 23,87 % = 52,88 / 2 = 26,44 %. Sendo que 26,44 % de 1000 ug mL™! = 264,40
ug mL . Para iniciar a dilui¢io seriada dobramos a concentragio, com isso as concentragdes

de 4cido oleico utilizadas foram: 528,8; 264,4; 132,2; 66,1; 33,05 e 16,5 pg mL -1

Ja o valor médio de 4acido palmitico encontrado nos extratos SPE e SPS: 8,44 % + 9,07
% = 17,51 /2 = 8,75 %. Sendo que 8,75% de 1000 pg mL"' = 87,50 pg mL “!. Para iniciar a
diluicdo seriada também dobramos a concentracdo, com isso as concentragdes de dcido
palmitico utilizadas foram: 175; 87,5; 43,75; 21,87; 10,93 e 5,46 ug mL 1A linhagem melan-
a ndlo recebeu as menores concentracdes de 4cido oleico (16,5 ug mL ) e 4cido palmitico (5,46
ug mL ) em fungdo do desenho amostral inicial que foi aprimorado ao longo da condugio dos

experimentos.

A atividade citotoxica dos acidos graxos foi avaliada por ensaio de MTT, com 48h de
tratamento, para os calculos dos valores de ICso, IC1o, ICqo € dos indices de seletividades com
as mesmas linhagens descritas para os extratos brutos (melan-a, B16F10, 4T1, VERO e
SW480), com exce¢ao da linhagem BGM. A linhagem de cancer de mama humano (MCF-7)
foi adicionada ao estudo com o dcido palmitico apds a observagdo de que 0 mesmo apresentou

seletividade superior a 2 para a linhagem de cincer de mama murino (4T1).
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2.8 Avaliacao da morfologia celular por aquisicio de imagens apés o tratamento com o

ICso dos extratos SPE e SPS e do acido palmitico

Para avaliar a morfologia das células foram utilizadas imagens obtidas com a camera de
um microscopio de luz e fluorescéncia do tipo Biostation IMq (Nikon®). Os extratos e dcidos
graxos que apresentaram seletividades acima de 2 foram selecionados, nas respectivas
linhagens, para esse experimento. As células das linhagens SW480 e 4T1 foram plaqueadas a
uma concentracio de 1x10* células em placas de 35 mm com fundo de vidro (IBIDI®) e levadas
a estufa de cultivo em condi¢des padrdao. Apds a aderéncia, as células SW480 foram tratadas
com as concetracdes de ICso calculados: 208,8 ug mL ! para SPE e 338,2 pg mL ! para SPS.
As células 4T1 receberam tratamento com 80,41 pg mL ! de 4cido palmitico e as células do
controle, de todos os tratamentos, foram tratadas com 0,5 % de DMSO. As placas foram

novamente levadas a estufa de cultivo e mantidas até a aquisdo das imagens.

As observacdes foram realizadas apds 24 horas de tratamento e as imagens foram
obtidas, ap6s varredura aleatéria das placas, nas objetivas de 20x, 40x e 80x com tempos de
exposicdo entre 5 e 75 milisegundos, dependendo da objetiva. O ganho e a intensidade de luz

branca do microscopio variaram de acordo com o campo observado.

2.9 Avaliacao do tipo de morte celular e do ciclo celular por Citometria de Fluxo

Os extratos de Passiflora e dcidos graxos que apresentaram Indice de Seletividade
superiores a 2 foram selecionados para determinacdo do tipo de morte celular desencadeado.
Foram eles: o extrato SPS na linhagem B16F10 (IS = 2,63) e SW480 (IS = 8,03) e o extrato
SPE na linhagem SW480 (IS = 10,9). Entre os 4cidos graxos, apenas o 4cido palmitico foi
selecionado na linhagem 4T1 (IS = 2,19).

Em placas de 6 pogos foram semeadas cerca de 1x10° células/poco das linhagens
B16F10, SW480 e 4T1. Apds a aderéncia, as células foram tratadas com os valores de 1Cq
correspondente a cada tratamento, sendo eles, ICoo SPS: 2245,53 ng mL"' em B16F10; ICo
SPS: 1323,41 ug mL™"' em SW480; ICoo SPE: 1393,29 ug mL"' em SW480; ICgy do Acido
palmitico: 369,69 ug mL' em 4T1. Decorrido 24 horas de tratamento as células foram
tripsinizadas e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. As células foram divididas em dois

lotes para a citometria de fluxo.
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Para avaliacdo da morte celular, as células foram ressuspensas em PBS (1 mL),
centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 1 mL de
tampdao Hank’s contendo NaCl, KCl, CaCl,, MgS04.7H20, MgCl,.6H>0, Na,HPO4.2H>0,
KH2PO4 e NaHCO3, preparado segundo AAT Bioquest, Inc©. Novamente as células foram
centrifugadas, o sobrenadante foi descartado, e ressuspendidas em 200 pL de Hank’s com 5 pLL
de Anexina V- FITC (ImunoTools®, Friesoythe, NI, Alemanha). Apds isso, o material foi
transferido para tubos de microcentrifuga (Eppendorf®) e levados a refrigeragc@o até o momento
da andlise no Citdmetro de fluxo BD FACS Verse®. Antes da contagem e andlise, foi
adicionado 5 puL de solucdo de iodeto de propideo (Sigma-Aldrich) na concentragio estoque de

10 ug mL . Foram analisados 10000 eventos por amostra.

Para avaliacdo do ciclo celular, as células foram ressuspensas em élcool etilico 70 % (1
mL) e centrifugadas. O sobrenadante foi descartado mantendo-se aproximadamente 50 uL de
alcool com as células. Essas foram ressuspensas em 200 uL de solucdo contendo PBS, RNAse
A (20 mg mL™! - Invitrogen®) e iodeto de propideo (10 pg mL ! - Sigma-Aldrich®) e incubadas

por 1 hora antes da contagem e anélise no Citometro de fluxo (Zhu et al. 2015).

A quantidade de DNA presente em cada célula indica a fase do ciclo celular em que esta
se encontra. As fases foram divididas em G0-G1 (Conteiido de DNA = 2n), S (Contetido de
DNA dobrando), G2-M (Conteudo de DNA = 4n) e DNA fragmentado (Conteido de DNA

menor que 2n).

2.10 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) ordinary one-way
e as médias foram comparadas pelo teste de Dunnett 2 5 % de significancia, utilizando o
programa GraphPad Prism®. Foram representados nos graficos as médias de 3 experimentos

independentes com seus respectivos desvios padroes.

3 RESULTADOS

3.1 Triagem dos extratos de Passiflora em concentracao tnica por ensaio de MTT

Visando a selecdo dos extratos que ndo comprometessem a viabilidade da linhagem

normal, o ensaio de MTT foi realizado em concentracdo Unica. A linhagem melan-a recebeu
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como tratamento os diferentes extratos de Passiflora (CPS — Casca de Passiflora setacea, FPS
— Folha de Passiflora setacea, SPE — Semente de Passiflora edulis, CPE — Casca de Passiflora

edulis e SPS — Semente de Passiflora setacea) durante 48 e 60 horas.

A triagem (Figura 4) mostrou que o extrato CPS foi o responsdvel pela maior reducio
da viabilidade celular, comparado aos demais tratamentos, e o efeito citotéxico aumentou ao
longo do tempo (de 40,9 % de inibi¢do em 48h para 89,04 % ap6s 60h). A viabilidade da
linhagem celular quando estas foram tratadas com o extrato FPS ndo diferiu do controle apds
48h, porém com 60h foi observada uma reducdo discreta de 13,84 %. O extrato SPE ndo
interferiu na viabilidade em ambos os tempos, enquanto o extrato CPE foi ativo apds 48h
(inibi¢do de 9,45 % na viabilidade) e ndo ativo apds 60h (aumento de 9,96 % na viabilidade).
Os extratos SPS e SPE ndo interferiram na viabilidade celular apés 48h, e decorrido o periodo
de 60h a viabilidade foi superior ao controle em 15,06 %. Por esse motivo foram selecionados

durante a triagem para avangar nas avaliagdes de composi¢cdo quimica e citotoxicidade.

Figura 4 - Triagem da viabilidade das células melan-a em funcdo de diferentes extratos de Passiflora do cerrado,
apo6s 48h (5a) e 60h (5b) de tratamento
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CPS — Casca de Passiflora setacea, FPS — Folha de Passiflora setacea, SPE — Semente de Passiflora edulis, CPE
— Casca de Passiflora edulis e SPS — Semente de Passiflora setacea. Os dados sdo apresentados como média +
desvio padrdo de 3 experimentos independentes. A diferenca estatistica com o controle foi representada pelos
simbolos: (ns) ndo significativo (P =0,99), * (P =0,02) e **** (P <0,0001). Fonte: A autora.

3.2 Andlise cromatografica dos extratos de P. setacea e P. edulis

Os métodos de derivatizagao empregados forneceram 6 componentes para o extrato de
P. edulis (SPE) e 4 componentes para o extrato de P. setacea (SPS), todos acidos graxos (Tabela
3). Pelos cromatogramas de SPE foi possivel identifica-los em torno de 11,78 e 17,32 min. Na

esterificacdo os minutos 11,78 e 14,79 foram correspondentes aos dcidos palmitico e linoleico,
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respectivamente. Acido palmitoléico e dcido mirisrico foram detectados entre 14,89 e 15,35
min. Ja no processo de sililagdo os dcidos palmitico e linoleico foram detectados entre 13,93 e
16,81 min. E os acidos oleico e estearico aos minutos 16,89 e 17,32. Para o extrato de P. setacea
(SPS) os 4cidos graxos foram identificados entre 13,93 e 17,33 minutos. Na esterifica¢io, nos
tempo de 11,79 e 14,29 foram identificados palmitato de metila e 4cido linoleico, enquanto
acido oleico e estearato de metila foram identificados apds 14,89 e 15,35 min. Apds o processo
de sililagdo, palmitato de trimetilsilila e dcido linoleico foram identificados entre 13,93 ¢ 16,81
min. E o acido oleico e estearato de trimetilsilila foram identificados entre 16,83 e 17,33 min.
Em relacdo aos teores das substancias identificadas, SPE mostrou predominancia de dcido
linoleico (60,19 — 74,35 %) seguido por 4dcido palmitoléico (18,99 %) e dcido oleico (29,01 %).
SPS também mostrou predominancia do 4cido linoleico (59,51- 64,75 %) e acido oleico (23,87-

34,60 %).

Tabela 3 - Composi¢do quimica dos extratos de sementes de Passiflora edulis (SPE) e Passiflora setacea (SPS)
apos os processos de derivatizagdo: esterificacdo e sililagdo

Amostra - RT Substancia Concentragao
Derivatizacao (min) (%)
11,778 Acido palmitico 4,32
SPE — ésteres 14,794 Acido linoleico 74,35
14,891 Acido palmitoleico 18,99
15,348 Acido mirisrico 2,35
SPE - sililado 13,931 Acido palmitico 8,44
16,807 Acido linoleico 60,19
16,889 Acido oleico 29,01
17,321 Acido estedrico 2,36
SPS - ésteres 11,791 Palmitato de metila 2,35
14,293 Acido linoleico 59,51
14,891 Acido oleico 34,60
15,353 Estearato de metila 3,54
SPS —sililado 13,932 Palmitato de trimetilsilila 9,07
16,812 Acido linoleico 64,75
16,829 Acido oleico 23,87
17,331 Estearato de trimetilsilila 2,304

RT: Tempo de retencdo da substancia. Fonte: A autora.
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3.3 ICso e seletividade dos extratos SPE, SPS e dos acidos graxos por ensaio de MTT

Conforme os resultados da triagem (Figura 4), foram selecionados os extratos nio
téxicos a linhagem celular normal: SPE (Semente de Passiflora edulis) e SPS (Semente de
Passiflora setacea) para serem testados em diferentes concentracdes e em diferentes linhagens.
Além disso, com base na andlise cromatografica dos extratos e disponibilidade de material
dentro da UFV, foram selecionados os 4dcidos graxos oleico e palmitico para também serem
testados. As células melan-a, B16F10, 4T1, VERO, BGM, SW480 e MCF-7 foram tratadas por
48h e as % de células vivas foram avaliadas por ensaio de MTT. A partir da viabilidade celular,
foram calculados os valores de ICso e a partir dos valores de ICso foram calculados os indices
de seletividade que se encontram resumidos na Tabela 4. Os dados de BGM ndo estdo na tabela

pois foram avaliadas somente com SPE e SPS e MCF-7 apenas com o dcido palmitico.

Os extratos que apresentaram seletividade superior a 2 foram: SPE na linhagem de
cancer colorretal (SW480) com IS de 10,91 e SPS nas linhagens SW480 com IS de 8,03 e
melanoma (B16F10) com IS de 2,64. Entre os 4cidos graxos, apenas o dcido palmitico exibiu

seletividade de 2,19 para a linhagem de cancer de mama murino 4T1.
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Tabela 4 — Concentragdo inibitéria de 50% (ICso) (ug mL™!) das células e indice de seletividade (IS) dos extratos SPE e SPS e dos acidos oleico (A.O)e palmitico (A.P.)

Tratamentos melana _ BIGFI0 4TI VERO SW480 IS (MELAN-A IS (MELAN- IS
/B16F10) AJAT]) (VERO/SW480)
SPE ICoo 4183 4821  99E+09 2280  208.8
Log ICs0 2.62 268 999 335 232
R 0.69 066 003 073 074 0.86 - 1091
HillSlope  -8.32 067 014 042 -LI5
SPS ICso 4487 170 1145 2718 3382
Log ICso 2.65 203 305 343 2.52
R2 0.82 0.84 029 067 08l 2,64 0.39 8,03
HillSlope  -2.10 0.85 ] 041 -161
%0 ICso 158.9 6335 1111 1265 255
Log ICso 2.20 280 204 210 240
R2 0.83 079 082 08 084 0.25 1.43 0.49
HillSlope  -1.01 077 448 1903 2082
AP. ICso 35.27 5511 1608 3034 8041
Log ICso 1.54 2,74 120 148 1.90
R 0.90 056 081 080 086 0,06 2,19 0.37
HillSlope  -1,13 1771 010 -093 228

SPE: Extrato da semente de Passiflora edulis; SPS: Extrato da semente de Passiflora setacea; A.0.: Acido oleico; A.P.: Acido palmitico; melan-a: célula normal murina;

B16F10: célula de melanoma murina; 4T1: célula de cAncer de mama murino; VERO: célula normal primata; SW480: célula cincer colorretal humana; -: valor ndo calculado
pelo Prism. Fonte: A autora.
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Para a linhagem melan-a (Figuras 5a e 5b), a concentracdo de 31,25 pg mL "' de SPE foi
responsavel por um aumento de 28,17 % na viabilidade celular. As concentracdes entre 62,50
e 125 pg mL "' de SPE foram responsdveis por reducdes de 11,99 a 14,07 % na viabilidade
celular. A 250 ug mL ! ndo foi observada diferenca estatistica com o controle enquanto a 500

ug mL ' a viabilidade reduziu 75,77 %.

Para o extrato SPS (62,50 ug mL ") (Figuras 5c e 5d) observou-se um aumento de 32,06
% na viabilidade de melan-a, comparado ao controle. Entre 250 e 500 pg mL ' de SPS a
viabilidade sofreu redugdes de 32,06 e 48,25 %, respectivamente. Enquanto em 1000 pg mL -1
a reducao foi de 86,71 %.

Figura 5 - Viabilidade de melan-a em funcao da concentragdo dos extratos (a e b) SPE (Semente de P. edulis) e
(c e d) SPS (Semente de P. setacea), ap6s 48h de tratamento

MELAN-A a MELAN-A b
ICgo: 418.3
__ 160+ Loi;0|c50: 2622 x
= 140 R% 0.6946 __ 160+ b
E 1204 } = 140+ T
3 1004 5 120 ns
O 8o E ¢ 2 100 . S
E 60 é 80 T *
E 40 ﬁ 60 || | I ]
£ 201 = 40} T
0 T T 1 S 20+
0 1 2 3 o ;
SRS

Log [] (ng/mL) SPE ST

[ 1 ng/mL SPE

MELAN-A C MELAN-A d
__ 1607 ICqq: 448.7 *
= 140 E Log ICsq: 2.652 *
5 120 R?: 0.8209 _ 1607 *
2 1004 E 1404 1
0 i 5 120
O gy § 120 s
5 60- @ 100+ * ok kK
o ] A
= 404 80
5 40 ] T
© 3 60
S 20 z 40 B BN e
0 1 I 1 E 7
0 1 2 3 $ 204 -
Log [] (ng/mL) SPS 0- T T T
LN TR TP TP S
Fa VS
&
<

[ 1 pg/mL SPS

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 5a e Sc:
regressdo nado-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 5b e 5d:
médias submetidas ao teste de Dunnettt a 5% de significincia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P = 0,99), * (P = 0,015), ** (P = 0,006) e **** (P < 0,0001).
Fonte: A autora.
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Durante a realizacdo dos experimentos com a linhagem B16F10 foram observados
decréscimos na viabilidade celular em altas e baixas concentragdes dos extratos (1000 e 31,25
ug mL 1) (dados ndo apresentados). Visando garantir os efeitos observados, escolhemos alterar

as concentragdes ensaiadas para 1500; 750; 375;187,5; 93,75; 46,87 € 23,43 ug mL 1

O extrato SPE em 23,43 ug mL ! (Figuras 6a e 6b) reduziu a viabilidade das células
B16F10 em 6,01 %, comparado ao controle, e com isso, ndo diferiu estatisticamente. A maior
concentragio (1500 pug mL ') foi responsével por 86,84 % de reduciio na viabilidade e a 375
ug mL ! a reducio foi de 45,42 %. A concentragio responsdvel por 50 % de inibi¢do, segundo
a regressdo ndo linear, foi de 482,1 pg mL ! para SPE. O extrato SPS (Figuras 6¢ e 6d) exibiu
reducdo de 44,14 % da viabilidade na concentracio de 23,43 pg mL . Nas concentracdes de
46,87 a 187,5 pg mL Ta reducgdo variou de 22,58 a 48,75 % e as concentragdes de 750 e 1500
ug mL I de SPS reduziram em 89,57 % e 92,63 % a viabilidade de B16F10, respectivamente.

Figura 6 - Viabilidade de B16F10 em fun¢do da concentrag@o dos extratos (a € b) SPE (Semente de P. edulis) e
(c e d) SPS (Semente de P. setacea), ap6s 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 6a e 6c¢:
regressao ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 6b e 6d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significincia. A diferenca estatistica com o controle foi
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representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P =0,14), * (P =0,041), *** (P =0,0001) e **** (P < 0,0001).
Fonte: A autora.

As células 4T1 apresentaram menor viabilidade com o extrato SPE em 250 ug mL !
(Figuras 7a e 7b), com redug¢do de 16,50 %, comparado ao controle. A concentracio responsdvel
por 50 % de inibi¢do, segundo a regressdo ndo linear, nao foi encontrada. O extrato SPS (Figuras
7c e 7d) em 500 pg mL ! exibiu uma viabilidade 79,23 % menor do que o controle. A maior
concentracdo (1000 ug mL ) foi responsdvel por 71,15 % de reducdo na viabilidade e o ICso
foi estimado em 1145 pg mL !, porém com um baixo (0,29) coeficiente de determinagio da
regressao (R?).

Figura 7 - Viabilidade de 4T1 em funcdo da concentracio dos extratos (a e b) SPE (Semente de P. edulis) e (c e
d) SPS (Semente de P. setacea), apds 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 7a e 7c:
regressao ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 7b e 7d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significAncia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P =0,9), * (P =0,021), *** (P = 0,0005) e **** (P < 0,0001).
Fonte: A autora.

Para a linhagem VERO (Figura 8) também houve adaptacdes nas concentracOes
ensaiadas com acréscimo da concentracdo 1500 pg mL !, visto que até 1000 ug mL ' a
viabilidade ndo foi tdo afetada, como observado nas linhagens murinas. Mesmo com o aumento

na concentraciio, o R? obtido pela regressdo ndo linear ficou abaixo do valor considerado
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satisfatorio que seria de 0,80 (SPE R?: 0,73; SPS R%: 0,67), porém a baixa toxicidade de SPE e
SPS em VERO foi confirmada.

As maiores concentracdo de SPE (1500, 1000 e 500 ug mL ') reduziram a viabilidade
da linhagem VERO em 37,39 %, 42,53 e 40,58 %, respectivamente, e o ICso calculado foi de
2280 ug mL ! (Figuras 8a e 8b). A concentracdo de 1500 ug mL "' de SPS reduziu 46,13 % da
viabilidade celular, comparado ao controle. Por outro lado, nos tratamentos com SPS, as
concentracoes de 1000 e 500 pg mL 1 reduziram 27,86 e 34,19 % da viabilidade,
respectivamente, com isso o ICso de SPS chegou a 2718 pg mL ! (Figuras 8c e 8d).

Figura 8 - Viabilidade de VERO em funcdo da concentracdo dos extratos (a e b) SPE (Semente de P. edulis) e (c
e d) SPS (Semente de P. setacea), ap6s 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 8a e 8c:
regressdo nado-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 8b e 8d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significAncia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P > 0,9), ** (P =0,001) e **** (P <0,0001). Fonte: A autora.

Como observado acima, os valores de ICso na linhagem normal, VERO, foram muito
altos (2280 pg mL "' para SPE e 2718 pg mL ! para SPS), indicando uma baixa toxicidade dos
extratos. Visando confirmar essa observacdo, os extratos também foram testados em outra

linhagem normal, a BGM, que possui origem equivalente a linhagem VERO (Figura 9). Para o
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extrato SPE ndo foi possivel plotar uma regressao ndo linear visto que todas as concentragdes
ensaidas exibiram viabilidade igual ou superiores ao controle sem tratamento (Figuras 9a e 9b),
segundo o teste de Dunnett. No extrato SPS apenas a maior concentragdo reduziu a viabilidade
de forma significativa estatisticamente (Figuras 9c e 9d), porém essa reducao foi menor do que

50 % (35,49%).

Figura 9 - Viabilidade de BGM em funcdo da concentracdo dos extratos (a e b) SPE (Semente de P. edulis) e (c e
d) SPS (Semente de P. setacea), ap6s 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 9a e 9c:
regressdo nado-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 9b e 9d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significAncia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P > 0,9), * (P = 0,02), ** (P = 0,006), *** (P = 0,0001) e ****
(P <0,0001). Fonte: A autora.

A viabilidade das células SW480 sofreu reducdo de 45,91 % com SPE 125 ug mL !
(Figuras 10a e 10b) e 65,58 % com 500 pg mL !, concentragio 4 vezes maior. Maiores reducdes
foram observadas em 250 e 1000 pg/mL de SPE (72,60 % e 71,50 %), respectivamente, também
com uma diferencga de 4 vezes a concentracdo. J4 no tratamento com SPS, as concentracdes de

1000 e 500 pg mL ‘I mostraram reducgdes de 87,41 % e 65,79 % na viabilidade, respectivamente
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(Figura 10c e 10d). Enquanto a concentracio de 250 ug mL ! reduziu 35,48 % da viabilidade,

comparado ao controle.

Figura 10: Viabilidade de SW480 em fun¢@o da concentracio dos extratos (a e b) SPE (Semente de P. edulis) e
(c e d) SPS (Semente de P. setacea), ap6s 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 10a e 10c:
regressao nao-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 10b e 10d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significincia. A diferenga estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) néo significativo (P > 0,9) e **** (P < 0,0001). Fonte: A autora.

A concentragdo representativa da média de 4cido oleico encontrado nos extratos SPE e

SPS, 264,40 ng mL !, foi responsdvel pela reducio de 78,11 % na viabilidade da linhagem

melan-a (Figuras 11a e 11b). Dobrando a concentragio, 528,8 g mL !, a reducéo foi menor,

de 68,03 %, enquanto nas demais concentracdes a média de viabilidade foi maior que 60 %.

Com o 4cido palmitico, a concentragdo equivalente a encontrada nos extratos SPE e SPS, 87,50

pug mL I ndo foi a mais téxica, mas reduziu em 74,95 % a viabilidade de melan-a (Figuras 11c¢

e 11d). O efeito citotoxico apresentou caracteristica dose-resposta, sendo que as menores

concentragdes mostraram viabilidade acima de 70 %. Os valores de ICso calculados para melan-

a foram: 158,9 ug mL "' no tratamento com o 4cido oleico e 35,27 pg mL ! para o 4cido

palmitico.
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Figura 11 - Viabilidade de melan-a em fungéo da concentracdo do 4cido oleico (a e b) e do dcido palmitico (c e
d), ap6s 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 11a e 11c:
regressao nao-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 11b e 11d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significincia. A diferenga estatistica com o controle foi
representada pelo simbolo: **** (P < 0,0001). Fonte: A autora.

Diferente das baixas concentracdes de ICso para melan-a (158,9 pg mL ! com o 4cido
oleico e 35,27 ug mL ! para o 4cido palmitico), na linhagem de ciAncer melanoma murino
(B16F10) as concentracdes de ICso calculadas foram elevadas: 633,5 ug mL ! para o 4cido
oleico e 551,1 pg mL ! para o 4cido palmitico (Figura 12). Com isso, os dcidos isolados ndo
apresentaram seletividade, apesar do extrato SPS ter exibido seletividade de 2,64 para a

linhagem B16F10.
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Figura 12 - Viabilidade de B16F10 em fungdo da concentracdo do 4cido oleico (a e b) e do dcido palmitico (c e
d), ap6s 48h de tratamento
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Os dados s@o apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 12a e 12c:
regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 12b e 12d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significancia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P > 0,9), * (P = 0,02) e **** (P < 0,0001). Fonte: A autora.

Diferente dos extratos, os dcidos graxos isolados apresentaram boas citotoxicidades no
cancer de mama murino (4T1) com as 3 maiores concentragdes exibindo porcentagem de
viabilidades abaixo de 50 % (Figura 13). Para o dcido oleico a concentracdo de maior efeito foi
264,40 ug mL ! com 87,40 % de reducdo na viabilidade de 4T1 (Figuras 13a e 13b). Enquanto
a concentracio de 15,52 pg mL ! aumentou a viabilidade em 18,18 % e o ICs calculado foi de
111,1 ug mL !, O efeito do dcido palmitico em 4T1 também foi dose-resposta, sendo que a
concentracio 87,50 ug mL ! foi responsavel por 72,25 % de reduc¢do na viabilidade celular e
seu dobro, 175 ng mL !, por 84,07 % (Figuras 13c e 13d). O ICsy calculado para o 4cido
palmitico em 4T1 foi 16,08 pug mL .
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Figura 13 - Viabilidade de 4T1 em fung¢@o da concentragdo do 4cido oleico (a e b) e do acido palmitico (c e d),
apds 48h de tratamento
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Os dados s@o apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 13a e 13c:
regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 13b e 13d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significancia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P > 0,9), ** (P = 0,009) e **** (P < 0,0001). Fonte: A autora.

Como o ICso calculado para o 4cido palmitico em 4T1 foi 16,08 ug mL "' e para a
linhagem normal (melan-a) foi de 35,27 ug mL !, a seletividade do 4cido para o cincer de
mama murino (4T1) ficou em 2,19. Buscando avaliar se a seletividade se mantinha no cancer
de mama humano (MCEF-7), o 4cido palmitico também foi testado nessa linhagem (Figura 14).
Todas as concentragdes testadas reduziram a viabilidade celular, comparado ao controle,
segundo o teste de Dunnett. Porém, as reducOes ndo chegaram a 50 % em nenhuma
concentragdo, a maior (175 pug mL ') apresentou inibigdo de 34,66 %. Esse comportamento se
refletiu no ICso, que foi estimado muito acima das concentracdes testadas (5666 ug mL ") e no

R? da regressdo ndo linear que foi muito baixo (0,17).
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Figura 14 - Viabilidade de MCF-7 em funcao da concentracio do 4cido palmitico (a e b), apds 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figura 14a: regressao
ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figura 14b: médias
submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significancia. A diferenca estatistica com o controle foi representada pelos
simbolos: * (P =0,01), *** (P = 0,0002) e **** (P < (0,0001). Fonte: A autora.

Diferente dos extratos SPE e SPS onde a viabilidade das células VERO foi relativamente
pouco afetada, os dcidos graxos exibiram efeito de inibicdo dose-resposta (Figura 15). As
maiores concentragdes de acido oleico (528,8; 264,4 e 132,2 ug mL 1) tiveram reducdes de
82,16; 77,66 e 69,68 %, respectivamente (Figuras 15a e 15b). Enquanto as menores
concentracdes exibiram médias de viabilidade celular superiores ao controle. O ICsq calculado
para o 4cido oleico foi de 126,5 pg mL “!. As concentracdes de 4cido palmitico entre 175 e
10,93 pg mL ! foram responsdveis por reducdes na viabilidade da linhagem VERO, de forma
dose-dependente, com viabilidade de 20,78% em 175 pug mL !, ou seja, com 79,21% de
reducdo, em relagdo ao controle (Figuras 15¢ e 15d). A concentracdo de 10,93 pg mL " de dcido

palmitico exibiu 60,02% de redugio na viabilidade e o ICso foi de 30,34 pug mL .
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Figura 15 - Viabilidade de VERO em fung¢@o da concentragdo do 4cido oleico (a e b) e do 4cido palmitico (c e d),
apds 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 15a e 15c¢:
regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 15b e 15d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significancia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P > 0,48), * (P = 0,01), ** (P = 0,0014) e **** (P < 0,0001).
Fonte: A autora.

A viabilidade das células de cancer colorretal humano (SW480) sofreu reducdo
principalmente nas maiores concentragdes dos acidos graxos (Figura 16). Com o acido oleico
a 528,8 pg mL ! a reducdo chegou a 93,64 % e em 264,4 pg mL ' a 67,73% (Figuras 16a e
16b). As menores concentracdes testadas (132,2 a 15,52 pg mL ') ndo mostraram efeitos
citotéxicos, comparado ao controle, e o ICso ficou em 255 pg mL !, As concentracdes de dcido
palmitico variando de 175 a 43,75 pg mL ! foram responsdveis por reducdes na viabilidade de
SW480 entre 72,66 % e 21,66 % (Figuras 16¢ e 16d). Concentragdes entre 21,87 e 5,46 ug mL
"I'ndo exibiram reducdo na viabilidade celular, o ICso calculado para o dcido palmitico foi de

80,41 pg mL .
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Figura 16 - Viabilidade de SW480 em fung¢éo da concentrag@o do dcido oleico (a e b) e do dcido palmitico (c e
d), ap6s 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 16a e 16c¢:
regressao nao-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 16b e 16d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significincia. A diferenga estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P > 0,06), * (P = 0,03) e **** (P < 0,0001). Fonte: A autora.

Como indicado no texto acima, na Tabela 4, os valores de ICso para os extratos € para
os dcidos graxos, identificados nos extratos, foram calculados a partir da viabilidade celular. A
partir dos dados de HillSlope do ICs foram calculados os valores de IC1o e ICoo dos tratamentos
que estdo apresentados na Tabela 1 no apéndice A. Todos esses foram considerados para o

célculo dos Indices de seletividades.

As seletividades calculadas (VERO/SW480) utilizando os valores de 1Coo, mantiveram
os padrdes de seletividade encontrados anteriormente nos extratos, com SPE e SPS mostrando
uma melhor seletividade para SW480, comparado as demais linhagens (Tabela 1 no apéndice
A). Curiosamente, os valores de ICop estimados foram préximos em SPE e SPS na linhagem
SW480, sendo 1393 e 1323 pg mL"!, respectivamente. Diferente da seletividade encontrada nos
acidos graxos com o ICso, utilizando o IC9p quem exibiu seletividade contra a linhagem 4T1 foi
o acido oleico. Infelizmente os valores de ICqo sdo muito altos para possiveis testes em

organismos multicelulares.
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3.4 Avaliacao da morfologia celular por aquisicio de imagens apds o tratamento com o

ICso dos extratos SPE e SPS e do acido palmitico

Para melhor ilustrar as observacdes morfoldgicas, foram selecionados aleatoriamente
dois campos distintos de células tratadas. Na figura 17 € possivel comparar o efeito visual na
morfologia das células da linhagem SW480 que ndo receberam tratamento com o0s extratos,
apenas com o DMSO (0,5 %), com as células que foram tratadas com o ICso do extrato de
sementes de Passiflora edulis (SPE) e com o ICso do extrato de sementes de Passiflora setacea
(SPS). Enquanto no controle as células se mantém aderidas e em maior niimero, nos tratamentos
observamos um menor nimero de células aderidas e um maior namero de células vacuolizadas,

especialmente apds o tratamento com o extrato SPS (Figuras 17e e 17f).

Figura 17 — Células da linhagem SW480 tratadas com extratos de diferentes espécies de Passiflora no aumento
de 20x

CONTROLE SR IC5, SPE

Figuras 17a e 17b: células do controle, tratadas com 0,5% de DMSO; Figuras 17c e 17d: células tratadas com o
ICso do extrato de sementes de Passiflora edulis (SPE); Figuras 17e e 17f: células tratadas com o ICso do extrato
de sementes de Passiflora setacea (SPS). Estdo representadas duas imagens obtidas de campos diferentes para
cada tratamento. Fonte: A autora.

O acréscimo de vactolos nas células tratadas com o extrato SPS pode ser melhor
observado na Figura 18, onde a regido demarcada na Figura 17f aparece nos aumentos de 40x

(Figura 18a) e 80x (Figura 18b).
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Figura 18 — Células da linhagem SW480 tratadas com o ICso do extrato das sementes de Passiflora setdcea
(SPS)

Figura 18a mostra um aumento de 40x e Figura 18b mostra um aumento de 80x da drea demarcada na Figura 18a.
As setas sdlidas indicam condensacdo perinuclear da cromatina e setas com ponto redondo indicam vactolos.
Fonte: A autora.

Nalinhagem 4T1 as diferencas morfolégicas mais perceptiveis das células tratadas com
0 4cido palmitico foram um aumento no nimero de vacuiolos no interior das células e de debris
(vestigios de células mortas ou danificadas), comparado ao observado no controle (Figura 19d).

Na figura 20 € possivel observar a presenga de debris na drea demarcada em 19d nos aumentos

de 40x (Figura 20a) e 80x (Figura 20b).
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Figura 19 — Células da linhagem 4T1 tratadas com o ICso do 4cido palmitico (AP) no aumento de 20x
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Figuras
19a e 19b: células do controle, tratadas com 0,5% de DMSO; Figuras 19c e 19d: células tratadas com a
concentracdo de ICsp do AP. Estdo representadas duas imagens obtidas de campos diferentes para cada
tratamento. Fonte: A autora.

Figura 20 — Células da linhagem 4T1 tratadas com o ICso do 4cido palmitico (AP)
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Figura 20a mostra um aumento de 40x e Figura 20b mostra um aumento de 80x da area delimitada na Figura 20a. A
seta sdlida indica nicleo condensado, setas com pontos redondos indicam vactiolos e setas com pontos quadrados
indicam a presenca de debris. Fonte: A autora.
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3.5 Avaliacao do tipo de morte celular e do ciclo celular por Citometria de Fluxo

Os extratos de Passiflora e 4dcidos graxos selecionados para determinacio do tipo de
morte celular foram: O extrato SPS na linhagem B16F10 (IS = 2,63) e SW480 (IS = 8,03), o
extrato SPE na linhagem SW480 (IS = 10,9) e o 4dcido palmitico na linhagem 4T1 (IS = 2,19).
As células foram tratadas com os valores de ICoo correspondente a cada tratamento, sendo eles:
ICgo SPS: 2245,53 ug mL "' em B16F10; ICoo SPS: 1323,41 pg mL ' em SW480; ICo SPE:
1393,29 pg mL ' em SW480; ICq0 do Acido palmitico: 369,69 ug mL ' em 4T1.

Para avaliar o tipo da morte celular desencadeado, foram utilizados o kit de proteina
Anexina V conjugada ao fluor6foro FITC (ImunoTools®, Friesoythe, NI, Alemanha) e o iodeto
de propideo (Sigma-Aldrich) com posterior andlise no Citdometro de fluxo BD FACS Verse®.
Resumidamente, a Anexina V, em presenca de cdlcio, tem a capacidade de ligar-se a
fosfatidilserina que € translocada para a superficie externa da membrana quando as células
entram em apoptose precoce. O 1odeto de propideo tem a capacidade de intercalar-se nos pares

de base do DNA, porém é impermedvel a membrana plasmatica integra.

Nas células de melanoma murino (B16F10), o extrato SPS na concentracio de 2245,53
ug mL ' (Figura 21) reduziu a porcentagem de células vidveis de 85,1 %, observado no

controle, para 12,3 %, apds 24 horas de tratamento.

Figura 21 — Determinacao do tipo de morte celular induzida na linhagem B16F10 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com a concentracdo de IC90 do extrato de
Passiflora setacea (SPS). Necrose (Q1): células positivas para o iodeto de propideo; Apoptose (Q2) marca¢do
dupla com iodeto e anexina V; Vidvel (Q3): células sem marcador; Apoptose precoce (Q4): positivas apenas para
a Anexina V. Fonte: A autora.
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O tipo de morte celular observado foi a apoptose, em 87,6 % de células, comparado a
11,48 % nas células sem tratamento (Figura 22). 46,9 % das células estavdo em apoptose

precoce e 40,7 % em apoptose.

Figura 22 - Determinag¢do do tipo de morte celular induzida na linhagem B16F10 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com a concontracido de IC90 do extrato de
Passiflora setacea (SPS). Fonte: A autora.

Para avaliacdo do ciclo celular, as células foram fixadas com élcool etilico e coradas
com uma solucao contendo iodeto de propideo antes da andlise no Citdmetro de fluxo. Baseado
nos dados de ciclo celular das células do controle e visando manter a proporcao entre as fases
do ciclo equivalentes apds os tratamentos, nds calculamos os valores esperados para cada fase.
Visto que 15 % das células tratadas com o ICoo de SPS estavam em G0-G1; 4,9 % das células
deveriam estar na fase S e 2,68 % em G2-M, com 1,11 % de DNA fragmentado. Como
observamos nas Figuras 23 e 24, o tratamento com SPS manteve pr6ximo as porcentagens
esperadas na linhagem B16F10 (6,60 % na fase S e 1,06 % em G2-M) porém a quantidade de
DNA fragmentado foi de 77,34 %, um aumento de 76,23 %.
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Figura 23 — Analise do Ciclo Celular na linhagem B16F10 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células ap6s 24h de contato com IC90 do extrato de Passiflora setacea
(SPS). GO-G1, S e G2-M observados nos tratamentos. A andlise é baseada na quantificacio na quantidade de DNA
no interior das células. Assim, células na fase G2-M do ciclo t€m o dobro de DNA do que as células na fase GO-
G1, representadas pela intensidade de fluorescéncia. Fonte: A autora.

Figura 24 — Anilise do Ciclo Celular na linhagem B16F10 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células ap6s 24h de contato com IC90 do extrato de Passiflora setacea
(SPS). GO-G1, S e G2-M observados nos tratamentos. Fonte: A autora.

Baseado no ciclo celular das células SW480 sem tratamento (controle), para manter a
proporcdo entre as fases equivalentes, visto que 67,7 % das células tratadas com o 1Cop de SPE
estavam em GO-G1; 11,83 % deveriam estar na fase S € 16,2 % em G2-M, com 3,6 % de DNA
fragmentado. Como podemos ver na Figuras 25b e 26b, tais propor¢cdes foram mantidas com
pequenas variacoes: 10,9 % das células na fase S e 17,9 % em G2-M, com 3,5 % de DNA
fragmentado. J4 o tratamento com o ICgo de SPS alterou visivelmente o ciclo celular das células
SW480, comparado as células do controle (Figuras 25c e 26¢). Segundo os valores obtidos para

cada fase, as células tiveram uma tendéncia em se acumular na fase G2-M, além de ter uma
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taxa elevada de DNA fragmentado. Para manter a proporc¢do entre as fases equivalentes, com
0,61 % das células em GO-G1; 0,10 % deveriam estar na fase S e 0,14 % em G2-M, com 0,03
% de DNA fragmentado. Porém foram observados 0,38 % na fase S e 23,1 % em G2-M, com
75,91 % de DNA fragmentado.

Figura 25 — Andlise do Ciclo Celular na linhagem SW480 por Citometria de Fluxo

a b [o -
] 6t 61 " 30K 61 g
8007 gg 1 62 67,7 108 62 0,61 60 62
16,3 ' 17.9 ' 231
600 "
2.0k 7
400
= = =
2 S 400 = 3
(&) o (&)
200 H 1,0k 7] |
200 — 1 —
J i e | A
0 30K 80K 90K 120K 0 30K 80K 90K 120K 0 30K 60K 90K 120K
Comp-Propidium lodide-A  Propidium lodide-A Comp-Propidium lodide-A 2 Propidium lodide-A Comp-Propidium lodide-A :: Propidium lodide-A
CONTROLE 1C90 SPE I1C90 SPS

(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apés 24h de contato com IC90 do extrato de Passiflora edulis
(SPE); (c) e com o IC90 do extrato de Passiflora setacea (SPS). G1 (GO-G1), S e G2 (G2-M) observados nos
tratamentos. A andlise é baseada na quantificagdo na quantidade de DNA no interior das células. Assim, células
na fase G2-M do ciclo tém o dobro de DNA do que as células na fase GO-G1, representadas pela intensidade de
fluorescéncia. Fonte: A autora.

Figura 26 — Andlise do Ciclo Celular na linhagem SW480 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com IC90 do extrato de Passiflora edulis
(SPE); (c) e com o IC90 do extrato de Passiflora setacea (SPS). GO-G1, S e G2-M observados nos tratamentos.
Fonte: A autora.

As células de cancer de mama murino (4T1) tratadas com o ICoo do 4cido palmitico
(AP) tiveram alteracdes no ciclo celular, comparadas as células do controle (Figura 27).
Baseado no ciclo celular das células do controle, como foram observadas 29 % das células na

fase GO-G1, deveriam estar na fase S 14,6 % das células e 11,58 % em G2-M, com 4,81 % de
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DNA fragmentado. Porém foram observados um total de 20,4 % na fase S; 32,4 % na fase G2-

M e 18,2 % de DNA fragmentado. Todos esses pardmetros foram maiores do que o esperado.

Figura 27 — Anadlise do Ciclo Celular na linhagem 4T1 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com IC90 do 4cido palmitico. GO-G1, S e
G2-M observados nos tratamentos. Fonte: A autora.

4 DISCUSSAO

Conforme disponibilidade de material vegetal, foram obtidos 3 extratos de P. setacea e
2 extratos de P. edulis. O rendimento dos extratos foi calculado seguindo peso do extrato bruto
seco (g) em func¢do do peso do material em po (g). Os rendimentos das cascas foram abaixo de
1% (CPS =0,99 % e CPE = 0,96 %) e da folha de P. setacea (FPS) foi de 2,63 %. As sementes
exibiram melhores rendimentos com SPE = 26,75 % e SPS = 35,64 %. Provavelmente
favorecidas pela escolha do solvente. O acetato de etila € um éster formado entre o dcido acético
e o etanol, em presenca de acido sulfurico, com papel de solvente polar aprético (PubChem
2021). Isso facilita a extracdo tanto de compostos polares como de compostos apolares, como
os &cidos linoléico, oléico, palmitico e estedrico, ja identificados no d6leo de sementes de

maracuji (Barrales et al. 2015).

As espécies P. incarnata, P. edulis e P. alata, principalmente, sdo popularmente
conhecidas no Brasil como produtoras do fruto “maracuja”, muito apreciado na elaboragdo de
sucos e geleias pela industria agroalimentar (Dhawan et al., 2004; Gomes et al., 2009) gerando
uma quantidade expressiva de residuos. Sdo praticas comuns na destinacdo desses subprodutos
o espalhamento, aterro, incineragdo, alimentacdo animal, digestdo anaerdbia e compostagem,
porém essas abordagens, além de gerarem polui¢do, agregam pouco valor a matérias primas

que poderiam ser exploradas na busca de compostos bioativos (Garcia-Garcia et al., 2019).
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Cascas, sementes, folhas e flores de maracuja sdo boas fontes de compostos naturais, com
satisfatoria concentracdo de fibras alimentares, e significativa atividade antioxidante (Martinez

etal. 2012).

Da Silva e colaboradores (2020) compararam o rendimento do extrato hidroalc6olico de
folhas de Passiflora mucronata nas técnicas de extragdo liquido-liquido, fluido supercritico e
encontraram resultados superiores com Soxhlet (6,03 %: hexano; 2,51 %: diclorometano). As
porcentagens de rendimento (%) também foram calculadas em relagdo a massa de folha seca e
foram compativeis com o rendimento encontrado, por nds, para a folha de P. setacea (2,63 %

com acetato de etila) na extracao liquido-liquido.

A triagem ou do inglés “screening” como método na farmacologia ja foi empregado
para diferentes espécies de Passiflora. Quando testado na concentracdo dnica de 100 ug mL !,
o extrato aquoso da parte aérea de Passiflora acuminata apresentou atividade contra a linhagem
celular PC3 (cancer de préstata) com a ativagdo da caspase efetora tipo 3 (Suffredini et al.
2006). Um total de 14 espécies de Passiflora foram testadas a 50 pg mL ! contra o carcinoma
de colén (HCT-116), glioblastoma (SF-295) e adenocarcinoma de ovirio (OVACAR-8).
Passiflora capsularis apresentou efeitos citotoxicos contra HCT-116 com 89,99 % de inibi¢do
da viabilidade e contra SF-295 com 52,20 % de inibicdo, apds 72h, e o extrato de Passiflora
alata inibiu mais de 96,03 % da viabilidade de todas as linhagens (Amaral ef al. 2019).

E comum os estudos avaliarem apenas células cancerosas ou iniciar a triagem, em geral,
por elas. Visando trabalhar com os extratos que pudessem ter uma melhor seletividade a células
tumorais escolhemos realizar a triagem com a linhagem normal murina melan-a. Através da
viabilidade nele encontrada, selecionamos os extratos SPE e SPS, por ndo exibirem efeitos
téxicos a concentracdo de 50 pg mL!, e comparamos seus efeitos na viabilidade das células

cancerigenas vs normais.

O efeito dos extratos SPE e SPS na viabilidade das células melan-a foi similar, como
indicam seus valores de ICso (448,7 ug mL " - SPS e 418,3 ug mL ! em SPE). As viabilidades
foram determinadas pela técnica de microcultura de tetrazélio (MTT) e suas reducdes foram

consideradas como efeito citotéxico (morte celular).

O extrato SPS foi mais eficiente que SPE contra a linhagem de melanoma murino com
menor ICso: SPS: 170 pg mL! e SPE: 482,1 ug mL™'. O menor ICso de SPS para B16F10
associado a um ligeiramente maior ICso para a linhagem normal melan-a, conferiram ao extrato

SPS um maior IS, comparado a SPE (IS: 2,64 e 0,86, respectivamente). Na literatura a atividade
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antitumoral de P. setacea ja foi relatada onde esta exibiu citotoxicidade satisfatéria contra
células SF-295 (glioblastoma humano), 2 50 ug mL™! do extrato das folhas, inibindo 29 % do
crescimento celular. Entretanto, contra as células OVACAR-8 (carcinoma de ovario humano)
e HT-116 (cancer de coléon humano), foram observados acréscimos na viabilidade de

aproximadamente 3 % (Amaral et al. 2019).

Trabalhos demonstraram que o extrato hidroalcéolico das folhas de P. mucronata
também se mostrou ativo contra a linhagem murina B16F10, com ICsp igual a 17 pg mL e
contra a linhagem de cincer de préstata (PC3), com ICso igual a 20 pg mL ! (da Silva et al.
2018). Apesar do potencial anticancerigeno, ndo foram realizados testes em células normais,
inviabilizando o célculo da seletividade. Do extrato foram identificados e isolados B-amirina,
acido oleandlico, B-sitosterol e estigmasterol. Curiosamente o dcido oleandlico foi o Unico que
apresentou efeitos citotéxicos para B16F10 superiores aos observados para o extrato bruto
(ICs0: 5,1 pg mL ') (da Silva et al. 2018). Indicando que a presenca de dcidos graxos em

extratos de Passiflora pode contribuir para sua atividade citotoxica.

Em outro estudo, o extrato hidroalcéolico das folhas de P. mucronata exibiu
seletividade de 3,63 contra células cancerigenas K562 (da Silva et al. 2020), semelhante ao
observado para SPS (IS: 2,64) para B16F10. A partir da fracdo hexénica do extrato de P.
mucronata foram isolados os compostos P-amirina, [-sitosterol e estigmasterol que
apresentaram melhores seletividades contra K562 com valores de 10,9; 12,3 e 12,5;
respectivamente. O que ndo foi observado por nds ao testar os dcidos graxos de forma isolada.
O 4cido oléico e o 4dcido palmitico exibiram seletividades menores e iguais a 0,25 para B16F10
e o dcido palmitico exibiu seletividade de 2,19 para as células 4T1, porém nenhum dos extratos

exibiu seletividade contra essa linhagem de cancer de mama.

Comparando os efeitos de ambos os extratos nas linhagens de primata VERO (normal)
e humana SW480 (cancer colorretal), observamos os melhores indices de seletividade
calculados. Um alto ICso em VERO associado a um menor ICso em SW480 conferiram as
seletividades de 8,03 para SPS e 10,91 para SPE. Na literatura valores de seletividade maiores
ou igual a 2,0 (Suffness e Pezzuto, 1990) e valores maiores que trés sdo considerados
interessantes (Bézivin et al. 2003). Assim como observamos para SPS no melanoma (IS =2,64),

ambos os extratos apresentaram seletividades promissoras para o cancer colorretal.

No entanto, utilizando o critério de extrato antiproliferativo de ICso < 30 pg ml! para

células cancerosas do National Cancer Institute (NCI — EUA) (Suffness e Pezzuto, 1990) os
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extratos aqui avaliados apresentam baixa atividade. Porém, valores elevados de ICso parecem
comuns a extratos de Passiflora. O extrato etandlico de folhas de P. edulis coletadas na Arménia
exibiu ICso de 524 ng mL ! contra células SW480 e nos extratos aquoso das folhas e do suco o
ICsp ficou em 444 ug mL *'. Em células SW620 derivadas metastaticas, os valores de ICso para
extratos etandlicos, aquosos e suco foram de 442 pg mL !, 340 ug mL e 415 pg mL 7,
respectivamente (Osma et al. 2005). Levando em considera¢do apenas os dados para SW480,
os valores foram superiores aos observados neste trabalho para SPE ICso: 208,8 pg mL “' e SPS:

338,2 ug mL .

Valores de ICsp abaixo do que observamos também foram registrados para o extrato
etandlico de Passiflora ligularis sobre Hep3B (30 ug mL '), HEPG-2, PLC/PRF/5 e SNU-182
(> 50 pg mL ) e hepatécitos humanos primdrios (> 100 pg mL 1), apés 48 h de tratamento
(Carraz et al. 2015). Para o extrato de folhas de P. alata contra as células de leucemia
linfobléstica aguda humana (CCRF-CEM), ICso: 91,2 ng mL - apés 72 h de tratamento
(Ozarowski et al. 2018). E para 4-hidroxi-2-ciclopentenona, um glicosideo cianogénico,
encontrado no extrato de folhas de Passiflora tetrandra, com atividade citotdxica contra células
de leucemia murina (P388), foi obtido ICso menor que 1 pg mL !, em ensaio por MTT (Perry

etal 1991).

Com base na avaliacdo da morfologia foi possivel identificar que as células SW480
tratadas com os valores de ICso dos extratos SPE e SPS por 24h apresentaram um aumento no
numero de células vacuolizadas. Durante a apoptose a célula passa por mudangas morfolédgicas,
entre elas, a retracdo da célula, a condensa¢do da cromatina, a perda de aderéncia com a matriz
extracelular e células vizinhas, a fragmentacdo do DNA e a formacao dos corpos apoptéticos
(Grivicich et al. 2007). Que podem ser os vactiolos observados, ou ainda esses vaciolos podem
ser evidéncias de vesiculas autofagicas. A autofagia é o principal mecanismo que medeia a
entrega de vdrias cargas celulares aos lisossomos para degradacao e reciclagem (Debnath et al.
2023). Associado a isso, quando avaliamos o ciclo celular utilizando os valores de ICyo dos
extratos SPE e SPS, também por 24h, observamos que o extrato SPE teve pouca influéncia na
progressao do ciclo, enquanto o extrato SPS alterou significativamente as propor¢des das fases
do ciclo, com destaque para um actimulo de células de G2-M e aumento significativo da
fragmentacao do DNA. Nao foi possivel repetir o experimento de morte celular para a linhagem
SW480, porém quando avaliamos o tipo de morte celular induzido pelo extrato SPS na

linhagem B16F10 (IS = 2,64) identificamos a morte celular por apoptose em 87,6 % das células,
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valor 7,6 vezes superior ao encontrado no controle. No ciclo celular de B16F10, o extrato SPS

também contribuiu para um aumento de 76,23 % de DNA fragmentado.

O 4cido oleandlico ou oleanico foi responsdvel pela inibicao no crescimento de células
cancerigenas HEPG-2 com alteragdes morfoldgicas tipicas associadas a apoptose, incluindo
encolhimento celular, bolhas de membrana, condensacdo nuclear e formacdo de corpos
apoptoticos. Também foi observada a parada do ciclo celular na fase sub-G1 do ciclo celular
(Zhu et al. 2015). Tais resultados sdo condizentes com as observagdes encontradas com o
tratamento dos extratos de Passiflora nas células SW480, aonde também foram observadas
alteracdes morfoldgicas associadas a apoptose e incremento de células na fase sub-G1, nomeada

aqui como fragmentagdo do DNA.

O extrato etandlico de sementes de Passiflora molissima se mostrou ativo contra células
de cancer de c6lon humanas (HT-29), com ICso: 39,29 e 62,30 pg mL -1 apos 48 e 72h,
respectivamente (Ballesteros-Vivas et al. 2020). Valores menores do que observamos com SPE
e SPS para linhagem SW480 que € similar, em origem, a HT-29. Porém diferente do que
observamos para a linhagem celular VERO, o extrato de P. molissima exibiu um ICsobaixo nas
células normais CCD-18Co (88,08 pg mL N, apods 48h, levando o indice de seletividade a 2,23
(Ballesteros-Vivas et al. 2020) enquanto, no presente trabalho, SPE e SPS apresentaram 10,91
e 8,03 de seletividade para SW480. Kadochi et al. (2017) sugeriram que os 4cidos graxos de
cadeia média, presentes também nas sementes de Passiflora, reduzem a proliferacdo de células

de cancer de c6lon murinas (CT26) por meio da remodelacao do metabolismo energético.

Segundo Regis e colaboradores (2015) as sementes de P. edulis apresentam teor lipidico
entre 18,5 % e 29,4 %, com composicdo principal dos 4cidos linoléico (55-66 %), oléico (18-
20 %) e palmitico (10- 14 %). Os teores sao influenciados por fatores climaticos, meio
ambiente, local de cultivo, variedade cultivada e condi¢cdes de plantio (Regis et al. 2015) e
foram condizentes com os nossos achados. De fato, o 4cido linoléico foi o principal constituinte
identificado nos extratos SPE e SPS. Este € um 4cido graxo insaturado essencial, conhecido
também como 6mega-6, precursor do dcido araquidonico que estd envolvido na biossintese de

prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (Wang et al. 2019).

Ja foi descrito que as enzimas COX-2 e P450 sdao superexpressas na maioria dos
canceres de colon humano (Wang et al. 2019), indicando que a maior sensibilidade das células
SW480 aos extratos de Passiflora pode ser em fungdo de um maior recrutamento dos dcidos

graxos, comparado as células VERO. O acido linoléico também pode ser metabolizado em
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acido epoxioctadecamonoendico pelas enzimas do citocromo P450 (CYP2C e CYP2J). O é4cido
epoxioctadecamonoendico j4 mostrou efeitos  pré-inflamatério,  vasoconstritores,
cardiodepressivo e citotéxico (Edin et al. 2020). Os acidos palmitico e estedrico, identificados
em baixas concentragdes em SPE (4,32 e 2,36 %, respectivamente), também foram encontrados

em extratos das folhas de P. mucronata analisados por GC-EM (da Silva et al. 2020).

Quando avaliamos o efeito do dcido palmitico na morfologia da linhagem 4T1 também
observamos um aumento no namero de células vacuolizadas e semelhante ao extrato SPE, o
acido palmitico teve pouco efeito no ciclo celular. Porém o efeito observado é condizente com
o encontrado para o extrato SPS, com aumento de fragmentacdo do DNA e actimulo de células
na fase G2-M. Nessa fase ocorre o ultimo check point do ciclo, ou seja, € a tltima chance de a
célula impedir que a divisao ocorra sem os devidos reparos (Kernan et al. 2018). Isso, associado
ao aumento de fragmentacgdo, indica que os erros induzidos pelos tratamentos possivelmente
ndo eram passiveis de reparo e as células podem ter sido marcadas para a morte celular. Porém

€ necessdrio repetir o ensaio de Anexina-V-FITC para confirmar essa hipétese.

Evidéncias sugerem um efeito adverso dos dcidos graxos poliinsaturados atribuidos ao
acido araquidonico e sua peroxidagdo lipidica em prostaglandinas (Williams et al. 2011).
Porém, conforme revisaram Xu and Qian (2014), os efeitos dos acidos graxos parecem
depender das concentragdes e linhagens celulares utilizadas, sendo o efeito anticincer
observado principalmente em altas concentragdes e um efeito promotor do cancer observado
em baixas concentragdes. Os dcidos graxos essenciais dmega-6 como os dcidos linoléico, -
linolénico, dihomo-y-linolénico e araquidonico e o acido graxo essencial Omega-3 acido
eicosapentaendico, foram associados a atividades anticancerigenas com indugdo de apoptose e
inibi¢do da proliferacdo celular no cancer de mama induzido por 7,12-dimetilbenzantraceno e
em células de cancer colorretal Caco-2 (Ramchurren and Karmali 1995; Dommels ef al. 2003).
Acidos linoléicos conjugados também possuem atividade anticincer conforme revisaram

Dachev e colaboradores (2021).

Considerando as técnicas de extracdo (solvente: acetato de etila), material utilizado
(sementes) e derivatizagdo (esterificacdo e sililagcdo) que utilizamos para a avaliagdo da
composi¢do quimica, ndo foi possivel estabelecer com satisfagdo um perfil de componentes
quimicos, como teores de compostos fendlicos e flavonoides. As técnicas facilitam a
identificacdo de 4cidos graxos, como observamos, porém, outras substancias ja foram descritas

para P. edulis.
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O extrato de folhas de P. edulis coletas na Paraiba, utilizando acetato de etila como
solvente, obteve maior concentrag¢io de fendis totais 56,86 + 1,75 (mg g'! equivalente de 4cido
gélico) pelo método de Folin-Ciocalteu e flavonoides 35,04 + 0,15 (mg g equivalente de
quercetina), comparado aos extratos hexanico e etandlico. Além disso, ndo promoveu morte
significativa de esplendcitos de camundongos BALB/c (de Sousa er al. 2020). Através de
andlises CG-EM foram identificados luteolina, dcido p-cumaérico e dcido caféico nos extratos
de folhas de P. edulis (de Sousa et al. 2020). Park e colaboradores (2020) mostraram que o
dcido caféico inibe o crescimeto e a migracdo de populacdes de células-tronco cancerosas
(CTC) colorretais, através da sinalizagao PI3K/Akt. As CTC foram identificadas em varios
tipos de cancer, sdo resistentes as terapias tradicionais, como quimioterapia e radioterapia e

estdo implicadas com a dificuldade de cura (Park et al. 2020).

Componente de P. edulis, o éster fenetilico do 4cido caféico reduziu a expressdo de
ciclina D1 e c-myc em células de cancer de c6lon (HCT116 e SW480) e ja foi descrito como
um excelente inibidor da sinalizacdo do fator beta catenina (Xiang et al. 2006). A beta catenina
€ uma proteina bifuncional que atua como transdutora do sinal intracelular na via de sinalizacao
Wnt, modulando diversos processos celulares incluindo proliferacio, sobrevivéncia, apoptose,
diferenciacdo, adesdo celular e motilidade. Encontra-se superexpressa no cancer colorretal
podendo atuar na destrui¢do das proteinas axina 1, adenomatous polyposis coli (APC), caseina
quinase 1 (CKI1 — regula¢do do reparo do DNA) e glicogénio sintase quinase 3 (GSK3p)
(White er al. 2012; Bourroul ez al. 2016). Acido caféico, 4cido p-cumdrico e luteolina também
possuem atividades antiinflamatérias (Pragasam ef al. 2013) e imunomoduladora (Kotanidou

et al. 2002).

Durante o envelhecimento e a carcinogénese se observam taxas anormais de inflamacao,
que tém sido associadas a: transformacdo celular, promocdo, sobrevivéncia, proliferacdo,
invasdo e metastase (Reuter et al., 2010). Foi demostrado que produtos naturais t€m a
capacidade de impedir a secrecdo de fatores pro-inflamatérios (Shayganni et al. 2015). Diversas
espécies da familia Passiflora incluindo Passiflora foetida (Park et al. 2018), Passiflora nitida
(Montefusco-pereira et al. 2013), Passiflora alata (Figueiredo et al. 2016) e Passiflora

cincinnata (de Lavor et al. 2018) ja possuem atividade anti-inflamatodria descritas na literatura.

Como observamos, extratos de sementes de P. edulis e P. setacea apresentam atividade
citotoxica contra melanoma e cincer colorretal com satisfatérias seletividades. Além de

contribuir para aumentar as informacdes acerca do potencial anticancer dos produtos naturais
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de Passiflora, esses achados também agregam valor as sementes de espécies frutiferas que sao

usualmente descartadas no processamento industrial.

5 CONCLUSAO

Os extratos das sementes de P. edulis e P. setacea se mostraram ricos nos acidos graxos
linoléico, oleico e palmitico e exibiram seletividades satisfatorias contra o melanoma murino
(IS de SPS =2,64) e contra o cancer colorretal humano nos quais as seletividas chegaram a 8,03
para o extrato SPS e 10,91 para o extrato SPE. O 4cido palmitico exibiu seletividade de 2,19
para o cancer de mama murino. O mecanismo de acdo de SPS parece envolver a ativacado da
morte celular por apoptose com a vacuolizagdo das células e fragmentacdo do DNA. Esses
achados indicam que os extratos de sementes de P. edulis e P. setacea, ricos em acidos graxos,
possuem atividade antitumoral com seletividades promissoras e podem ser considerados no

desenvolvimento de quimioterdpicos de origem natural.
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CAPITULO 2: COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE CITOTOXICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE Cyanocephalus rugosus e Cantinoa carpinifolia ILAMIACEAE)

O objetivo deste trabalho foi descrever a composi¢do quimica e a atividade anticancer dos 6leos
essenciais de Cyanocephalus rugosus (CR) e Cantinoa carpinifolia (CC), coletadas no Cerrado
Mineiro. Os 6leos essenciais foram obtidos de folhas e flores em conjunto (CR), apenas das
folhas (CRF), das flores (CC Flor) e das folhas (CC Folha) por hidrodestilagdo e analisados por
cromatografia gasosa e espectrometria de massas (CG/EM). A atividade citot6xica dos 6leos
foi avaliada através de ensaio de MTT nas linhagens de melanoma murino (B16F10), cancer de
mama murino (4T1), melandcitos normais murinos (melan-a), epitélio de rim normal de macaco
verde africano (VERO), cancer colorretal humano (SW480) e cancer de figado humano (HEPG-
2), para o cdlculo dos valores de ICso e os indices de seletividade (IS). A avaliacdo dos
compostos majoritdrios mostrou que no 6leo CR estes foram: B-cariofileno (22,84 %),
Germacreno D (19,97 %), a-Acoradieno (11,71 %), Espatulenol (8,30 %) e Tau-cadinol (5,30
%); no 6leo CRF identificamos: Germacreno D (16,11 %), B-cariofileno (12,51 %), Espatulenol
(12,16 %), a-Acoradieno (11,98 %) e Oxido de cariofileno (6,49 %); no 6leo CC Flor: a-Tujona
(43,13 %), Sabineno (8,86 %), Espatulenol (7,92 %), Oxido de cariofileno (5,41 %) e B-Tujona
(5,13 %) e no 6leo CC Folha, a-Tujona (46,04 %), Espatulenol (6,72 %), Sabineno (6,06 %),
Isocariofileno (5,09 %) e a-Copaeno (4,79 %). Os valores de IS para o 6leo de folhas e flores
de C. rugosus foram 0,64; 1,11, 1,89 e 4,72 para B16F10, 4T1, SW480 e HEPG-2,
respectivamente, enquanto o 6leo de folhas de CR exibiu IS iguais a 1,45 e 1,60 contra SW480
e HEPG-2, respectivamente. O 6leo das flores de C. carpinifolia exibiu seletividades de 0,27;
0,26 e 2,71 e o 6leo das suas folhas exibiu IS de 0,43; 0,48 € 1,28 contra B16F10, 4T1 e SW480,
respectivamente. O mecanismo de acao identificado para o 6leo CRF nas células HEPG-2 foi
morte celular por apoptose com fragmentacdo do DNA enquanto os demais tratamentos ndo
diferiram significativamente do controle. Apesar da identificacdo de morte celular por meio da
andlise de morfologia celular por microscopia de luz, nossos resultados indicam que, in vitro,
os Oleos de folhas e flores de CR e das flores de CC apresentam satisfatorias seletividades contra
o cancer de figado e colorretal humanos, respectivamente, desta forma, possuem potencial para
testes mais refinados na busca por compostos naturais com atividade anticancer. Além disso,
descrevemos pela primeira vez a composi¢cdo quimica do 6leo essencial de C. rugosus e
comparamos o Oleo essencial de diferentes partes de ambas as plantas, contribuindo

significativamente para o conhecimento quimico dessas espécies.
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1 INTRODUCAO

Derivados de plantas como extratos, tinturas e 6leos essenciais vém sendo utilizados
medicinalmente desde a idade média (Bakkali et al. 2008) e j& demonstraram capacidade
antimutagénica, antiproliferativa, antioxidante e desintoxicante, atuando em diversas vias
metabdlicas das células cancerosas. Também se observou auséncia ou reducdo da
citotoxicidade em células saudaveis (Blowman et al. 2018) indicando a existéncia de
seletividade. Apesar do principio “alvo unico, composto Unico” utilizado pela industria
farmaceéutica dificultar o desenvolvimento de terapias a base de produtos naturais, sua grande

complexidade de constituintes desperta interesse (Bakkali er al. 2008).

A familia Lamiaceae, mesma familia do manjericao, menta, hortela, tomilho e outros,
se destaca como uma fonte promissora de metabdlitos bioativos, em especial as espécies da
subtribo Hyptidinae (Bridi et al. 2021). Esta subtribo atualmente contém 19 géneros e cerca de
400 espécies principalmente na América tropical (Harley and Pastore 2012). Vérias plantas
desse tdxon sdo cobertas por tricomas glandulares nas superficies foliares, caules e
inflorescéncias (Harley and Pastore 2012), responséveis pela producido e armazenamento de
Oleos essenciais com atividade biologica (Pinheiro et al. 2015). Avaliagdes fitoquimicas ja
revelaram a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, flavonoides,

lignanas, acidos fendlicos e a-pironas compondo esses 6leos (Bridi et al. 2021).

O género Hyptis, o maior da subtribo Hyptidinae com mais de 300 espécies, € composto
por ervas, subarbustos, arbustos €, mais raramente, pequenas arvores (Sedano-Partida et al.
2020). Possui uma diversidade de atividades bioldgicas descritas, incluindo atividades
antibacteriana e anti-HIV para Hyptis radicans e Hyptis multibracteata (Sedano-partida et al.
2020) e atividade citotéxica contra diferentes células cancerosas: Condea tomentosa — KB e P-
388 (Kingston 1977), Hyptis capitata - HCT-8 (Yamagishi et al. 1988), Medusantha martiusii
—NCTC clone 929 (de Figueirédo et al. 2018b) e Cantinoa stricta - MCFE-7 (Scharf et al. 2016).

Os medicamentos anticancer semissintéticos teniposideo e etoposideo t€ém como
precursores a lignina podofilotoxina (Medrado et al. 2015), apresentam melhores efeitos
antitumorais, com menor toxicidade, e sdo utilizados no tratamento de canceres de testiculo e
de pulmao (Gordaliza et al. 2004). A podofilotoxina ja foi identificada em diversas espécies de
Lamiaceae, incluindo Eriope macrostachya (Raffaeuf et al. 1986), Eriope blanchetii (David et

al. 2001; Santos et al. 2011), Eriope latifolia (Santos et al. 2011), Oocephalus crassifolius,
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Leptohyptis calida, Cyanocephalus rugosus, Eriope hypenioides e Eriope exaltata (Brandao et

al. 2016).

Cyanocephalus rugosus (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore é uma espécie tipica dos
cerrados do Brasil e com poucos registros na Caatinga e Mata Atlantica (Mota et al. 2020).
Possui diversos sindnimos incluindo o hométipo Hyptis rugosa Benth., 1833 e apresenta folhas
opostas simples, inflorescéncias compostas de cimeiras terminais e producdo de O6leos
essenciais altamente odoriferos (Mota et al. 2020). Entre os metabdlitos secundarios descritos

para a espécie, a lignina podofilotoxina se destaca (Brandao et al. 2016).

Popularmente conhecida como “rosmarinho” e “mata-pasto”, a espécie Cantinoa
carpinifolia Benth é um arbusto ramificado com inflorescéncias grandes, em espiga terminal
com 1-2 cm de diametro, flores violetas e bracteas lineares-lanceoladas entre as flores.
Encontra-se distribuida no Brasil (Tocantins, Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do
Sul, Mato Grosso, Minas Gerais e Sdo Paulo), Bolivia e Peru (De Sa et al. 2016). Possui como
sindbnimo botanico Hyptis carpinifolia e odor marcante, evidenciando a presenca de Oleos
essenciais. Suas folhas t€m sido utilizadas na medicina popular para o tratamento de resfriados,

gripes e reumatismo (Silva et al. 2011).

Figura 1 - Cyanocephalus rugosus (a) e Cantinoa carpinifolia (b)

Fonte: A autora.
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O dleo essencial das folhas de C. carpinifolia ja demonstrou variagdo sazonal na
composi¢do quimica, dependendo do indice pluviométrico, com os principais constituintes
sendo 1,8-cineol (39,6 %-61,8 %), trans-cadin-1(6),4-dieno (2,8 %-17,5 %), B-cariofileno (4,4
%-10,0 %), prenopsan-8-ol (4,2 %-9,6 %) e B-pineno (2,9 %-5,3 %) (De Sa et al. 2016). Em
um outro estudo, avaliando a composicdo desse Oleo essencial foram encontradas altas
concentragdes dos monoterpenos o-tujona (38,14 %) e B-tujona (22,43 %), além de B-
cariofileno (7,28 %), cis-pinocanfeno (5,55 %), sabineno (5 %) e germacreno-D (4,35 %).
Constituintes relacionados a sua atividade antibacteriana, onde a concentragdo minima
bactericida foi 6,25 pL mL™! em Escherichia coli e 0,39 uL mL™!' em Staphylococcus aureus

(Camargo et al. 2019).

Relativamente poucas espécies do género Hyptis foram investigadas do ponto de vista
quimico e farmacolégico (Bridi et al. 2021). Sabendo-se que os 6leos essenciais de espécies do
género Hyptis possuem classes de compostos dotados de atividades bioldgicas relevantes, nosso
objetivo foi avaliar o potencial antiproliferativo dos dleos essenciais de C. rugosus e C.
carpinifolia, coletados no Cerrado mineiro, sobre células cancerosas e normais. Além disso,
avaliar pela primeira vez, a composi¢ao quimica do 6leo essencial de C. rugosus e comparar as
composi¢oes dos 6leos extraidos de C. carpinifolia, a partir das suas partes reprodutivas (flores)

e vegetativas (folhas).

Os objetivos especificos foram extrair por hidrodestilacio e identificar
cromatograficamente os compostos volateis de C. rugosus e de C. carpinifolia; Cultivar
diferentes linhagens de células normais e cancerosas: VERO, melan-a, SW480, B16F10 e 4T1;
Avaliar o potencial citotéxico dos 6leos essencias em concentracdes decrescentes em ensaio de
MTT (com todas as linhagens) para obtencao de dados de ICso e indice de seletividade desses;
além de investigar, por citometria de fluxo, o tipo de morte, os efeitos no ciclo celular e as

mudancas morfoldgicas dos tratamentos com seletividades superiores a 2.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das plantas e extracao dos dleos essenciais

As plantas de C. rugosus e C. carpinifolia foram coletadas no periodo da tarde, durante
a floragcdo, em junho de 2021 no municipio de Rio Paranaiba — MG, situado no bioma Cerrado.

Em um segundo momento, no periodo da manha em janeiro de 2023, plantas de C. rugosus
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foram coletadas fora do periodo de floragcdo. As espécies foram gentilmente identificadas pelo
Professor Dr. José Floriano Baréa Pastore da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
e as exsicatas foram depositadas no Herbario da Universidade Federal de Vicosa (VIC) com os

registros: 54.603 - C. rugosus e 54604 - C. carpinifolia.

Os 6leos essenciais foram obtidos no Laboratério de Desenvolvimento de Agroquimicos
Naturais, localizado no Centro Integrado de Pesquisa da Universidade Federal de Vigosa —
Campus Rio Paranaiba (LDAN-CIP/UFV-CRP). As andlises quimicas foram realizadas no
Laboratério de Cromatografia (LC-CIP/UFV-CRP), e os ensaios celulares in vitro foram
realizados no Laboratério de pesquisas aplicadas ao cancer (LAPAC/DPF) na Universidade

Federal de Vigosa — Campus Vigosa (UFV- CAV)

Foram utilizadas as folhas e flores secas, a temperatura ambiente, das duas espécies. Em
funcdo da dificuldade em separar as mesmas, na espécie C. rugosus, primeiramente, o 6leo
essencial foi obtido de folhas e flores juntas (CR). Em um segundo momento, foram utilizadas
apenas as folhas de C. rugosus (CRF). Enquanto na C. carpinifolia foram obtidos os 6leos
essenciais das folhas (CC Folhas) e das flores (CC Flores), isoladamente. O material seco (100
g) foi triturado por turbdlise (liquidificador) com 500 mL de 4gua e o produto foi transferido
para um baldo de fundo redondo de 1 L que foi acoplado a um aparelho Clevenger modificado

(Figura 2).

Figura 2 - Aparelho de Clevenger




81

Fonte: A autora.

A principio foi realizado um estudo para determinar o tempo ideal de extragdo dos 6leos
essenciais (Figura 3). O tempo ideal foi determinado de acordo com o maior volume extraido
no menor tempo possivel. Observamos que apds 60 minutos de hidrodestilacdo, as folhas e
flores de C. rugosus apresentavam um rendimento de 0,3 mL de 6leo tendo demorado mais 60
minutos para alcancar 0,4 mL. Quando extraido o 6leo apenas das folhas de C. rugosus, o
mesmo volume (0,4 mL) foi alcancado apenas ap6s 300 minutos de hidrodestilagdo. As flores
da espécie C. carpinifolia tiveram rendimento de 0,5 mL de dleo antes de alcancar 60 minutos
de extracdo e demoraram mais 60 minutos para alcancar 0,6 mL de 6leo, enquanto as folhas
obtiveram um rendimento de 0,2 mL antes de 60 minutos e ndo alcancaram 0,3 mL mesmo
depois de mais 60 minutos de hidrodestilacdo. Com isso, as extracdes subsequentes foram
realizadas com amostras de 100 g do material vegetal no tempo de 180 min, para os dleos de
flores e folhas C. de rugosus, bem como as folhas e flores de C. carpinifolia e no tempo de 300
minutos para as folhas de C. rugosus, em funcdo do volume de 6leo ndo ter aumentado

significamente apds esses tempos.

Figura 3 - Tempo ideal de extracdo dos 6leos essenciais

Tempo 1deal para extracdo dos Oleos essenciais
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CR: C. rugosus, CC: C. carpinifolia. Fonte: A autora.
Para o calculo de rendimento dos 6leos essenciais, foi utilizado o volume obtido por 100
g de material vegetal seco. O 6leo essencial foi separado da dgua por funil de separagdo e

armazenado a -15 ° C, protegido da luz, até o momento das anélises.
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2.2 Composicao quimica dos 6leos essenciais de C. rugosus e C. carpinifolia

A anélise quimica dos 6leos essenciais foi realizada por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM, Shimadzu, QP2010Plus). Uma coluna de silica fundida
(30 m x 0,25 mm) com fase estacionaria RTX5 (0,25 pm de espessura do filme) foi utilizada
com as seguintes caracteristicas operacionais: hélio como gds de arraste a 1,0 mL / min;
temperatura forno programada inicialmente a 60 °C, com elevacdo de 2 °C por minuto até
atingir 200 °C, quando iniciou elevagdao de 5 °C por minuto até 280 °C. A temperatura do
injetor, modelo AOC-20i Shimadzu, foi de 220 °C; e do detector foi 240 °C; empregou-se
injecdo com razao split 1:20 e varredura de fragmentos de 45 a 600 (m/z), volume de injecao 1
uL de uma solugio, de diclorometano, com concentracdo de 5 mg mL

As substancias foram identificadas por compara¢do dos seus espectros de massas com
a biblioteca de espectros de massa Wiley 6.0 (EUA) do equipamento e, também, pela
comparacao dos indices aritméticos com a literatura (ADAMS, 2007). Os indices aritméticos
(AI) foram calculados (Equacgdo 1) apds injecdo de uma mistura de padroes de alcanos série
homdloga de C7 (heptano) a C30 (tridecano) nas mesmas condi¢des cromatograficas dos leos
essenciais. A concentracdo relativa das substancias foi obtida pelo cdlculo de seu percentual
relativo, através da razdo entre a drea da integral dos respectivos picos, e a area total de todos

os constituintes da amostra (Nunes et al. 2021).

Equacao (1)

Al = 100Pz+ 100 [ (RTx—RTPZ) ]

(RT(Pz+1)—RTPz)

Sendo que:

X: Componente de interesse;

Pz: Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retencdo
imediatamente anterior ao tempo de retenc¢do de x;

RTx: Tempo de retencdo de x;

RTPz: Tempo de retencao de z;

RT(Pz + 1): Tempo de retencdo do hidrocarboneto com tempo de retencdo

imediatamente posterior ao tempo de reten¢do de x.

As ilustracdes dos compostos majoritdrios foram desenhadas utilizando o software

ChemSketch ®.
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2.3 Atividade citotoxica por ensaio de MTT

As linhagens aderentes melan-a, cedida pelo Laboratério de Oncologia Experimental,
Universidade de Sao Paulo (USP-SP), B16F10 cedida pela prof*. Mirian T. Paes Lopes do
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG-MQG) e 4T1,
VERO, SW480 e HEPG-2, cedidas pelo prof. Gustavo Costa Bressan do Laboratério de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa (UFV-MG) foram mantidas em frascos
de cultura de poliestireno com os meios de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles
Medium) e RPMI1640 (Roswell Park Memorial Institut) (Sigma-Aldrich®) completos, ou seja,
suplementados com 10 % de SFB (soro fetal bovino - Gibco®) e 1 % de ampicilina e
estreptomicina (Sigma-Aldrich®). Os frascos foram incubados em estufa a 37 °C com

atmosfera imida (95 %) e 5 % de CO> (condicdes padrdo) até confluéncia das linhagens.

ApOs a confluéncia, as linhagens foram lavadas com PBS (solugdo fosfato salino),
tripsinizadas (Sigma-Aldrich®) e ressuspendidas em meio completo para contagem em camara
de Neubauer. No plaqueamento foram semeadas 1 x 10* células suspensas em 100 uL de meio
completo, em cada poco das placas de 96 pocos. Estas foram incubadas em estufa, sob

condig¢des padrdo, por 24h para aderéncia.

Os oleos diluidos em dimetilsulf6xido (DMSO 0,5% - (Sigma-Aldrich®)) foram
incorporados em meio completo e cada poco com células recebeu aliquotas de 100 uL da
solugdo nas concentragdes de 25, 50, 100, 200 pg mL'. Maiores concentragdes de C.
carpinifolia foram necessdrias para o cdlculo do ICso nas linhagens B16F10 (25, 50, 100, 200,
400 e 500 ug mL"), melan-a (25, 50, 100, 200, 400, 500 e 600 pg mL™"), VERO (25, 50, 100,
200, 300, 400 e 500 ug mL™), 4T1 (25, 50, 100, 200, 400, 500, 600 e 700 pg mL™'). As
concentragdes de C. rugosus também foram ajustadas, mas apenas para a linhagem VERO (50,

100, 200, 300, 400 e 500 pg mL").

Ap6s o tratamento, as células foram novamente incubadas em estufa de CO> durante 48
horas. Posteriormente, os tratamentos foram substituidos por 50 ul de solu¢io de meio contendo
10 % de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazélio) (0.5 mg mL™"! -
Sigma-Aldrich®) e as placas foram incubadas novamente por 3 horas, protegidas da luz. O
MTT € um sal de tetrazélio solivel em dgua, que € convertido em um composto roxo insoldvel
conhecido como formazan apds a clivagem do sal de tetrazdlio por desidrogenases

mitocondriais (Mosmann 1983). Apds esse periodo a solu¢cdo de MTT foi substituida por 50 pl
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de DMSO, por poco, para dissolver os cristais de formazan. A absorbancia das placas foi
medida utilizando espectrofotometro (SpectraMax®) a 570 nm. Pogos com células tratadas com
meio completo contendo DMSO 0,5 % foram utilizadas como controle negativo e pocos sem

células como branco durante a leitura da absorbancia.

A porcentagem de células vivas representou a viabilidade celular e foi calculada

utilizando os dados de absorbancia (Abs) conforme a equagao:

i . média Abs tratamento
% células vivas = —— — = 100
média Abs controle negativo

A concentracdo inibitéria de 50 % das células (ICso) foi calculada para cada 6leo e o
indice de seletividade (IS) foi calculado utilizando os resultados encontrados de ICso em células

cancerosas € c€lulas normais, conforme:

IC50 linhagem normal

Indice de seletividade = ,
IC50 linhagem cancerosa

Através dos valores de Log ICso e HillSlope obtidos com a % de células vivas foram
calculadas as concentragdes inibitdrias de 10 % (IC10), com 90 % de viabilidade, e de 90 % de

inibicao das células (ICqo), com 10 % de viabilidade, seguindo:

Log IC50 — 1
LOg IC10 = 100
HillSlope * (Log 90 (g5 —1))
Log IC50 — 1
LOg IC90 = 100
HillSlope * (Log 10 (m))

Também foram calculadas as seletividades dos compostos considerando o ICig e o ICop.

2.4 Avaliacao da morfologia celular por aquisicao de imagens apods o tratamento com o

ICso dos dleos essenciais de C. rugosus e C. carpinifolia

Os Gleos que apresentaram Indice de Seletividade superiores a 2 foram selecionados
para avaliacdo da morfologia celular. Foram eles: o 6leo essencial de flores e folhas de C.
rugosus (CR), juntas (IS =4,72), e apenas de suas folhas (CRF) (IS = 1,60) na linhagem HEPG-
2. A escolha do 6leo CRF nao cumpriu o pré-requisito na seletividade, porém foi escolhido com
o objetivo de comparacdo. Na linhagem SW480 o 6leo das flores de C. carpinifolia (CC Flores)
foi selecionado (IS = 2,71).
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Para avaliar a morfologia foram utilizadas imagens obtidas com a camera de
microscopio de luz e fluorescéncia do tipo Biostation IMq (Nikon®). As células das linhagens
HEPG-2 e SW480 foram plaqueadas a uma concentraciio de 4x10* células em placas de vidro
35 mm (IBIDI®) e levadas a estufa de cultivo em condi¢des padrdo. Apos a aderéncia, as
células HEPG-2 foram tratadas com as concetragdes de ICso calculados: 38,31 ug mL™! do 6leo
das folhas de CR e 28,08 ug mL! do 6leo das flores e folhas de CR. As células SW480
receberam tratamento com 80,6 ug mL™! do 6leo de flores de CC e as células do controle, de
ambos experimentos, foram tratadas com 0,5 % de DMSO. As placas foram novamente levadas
a estufa de cultivo e mantidas até a aquisao das imagens, com excessdo da placa de HEPG-2
tratada com o ICso do 6leo de flores e folhas de CR. Ela foi mantida dentro do microscépio do
tipo Biostation IMq (Nikon®) com temperatura controlada de 37 °C, 5 % de injecdo de COz e
umidade de 95 %. Durante 24 horas foram adquiridas 73 imagens na objetiva de 20x em 11
pontos diferentes, escolhidos de forma aleatdria. Os 4 pontos que apresentavam imagens menos
distorcidas ao final das 24 horas foram agrupados em timelapse. Decorridas as 24 horas de
tratamento de todas as placas, estas foram observadas e imagens foram obtidas, apds varredura
aleatdria das placas, nas objetivas de 20x, 40x e 80x com tempos de exposi¢do entre 5 e 75
milisegundos, dependendo da objetiva. O ganho e a intensidade de luz branca variaram de

acordo com o campo observado.

2.5 Avaliacao do tipo de morte celular e do ciclo celular por Citometria de Fluxo

Também foram selecionadas para a avaliacdo do tipo de morte celular, as células
tratadas com os 6leos que apresentaram seletividade maiores ou proximas a 2, como indicado

no tépico acima, porém as concentracoes utilizadas foram os valores calculados de 1Coo.

Em placas de 6 pocos foram semeadas cerca de 1x10° células / pogo das linhagens
HEPG-2 e SW480. Apds a aderéncia, as c€lulas foram tratadas com os valores de ICoqo
correspondente a cada tratamento, sendo eles, ICop CR flores e folhas: 69,63 ug mL™ e ICo CR
folhas: 100,73 ug mL™! em HEPG-2 e ICy do 6leo das flores de CC: 147,50 ug mL™! em SW480.
As concentracdes de ICoo foram utilizadas com o objetivo de garantir que um numero alto de
c€lulas estaria em processo de morte celular. Decorridas 24 horas de tratamento as células foram
tripsinizadas e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. O tempo de 24 horas foi empregado
com o objetivo de visualizar as células no inicio do processo. Metade das células foram
utilizadas no protocolo para citometria de fluxo visando avaliar o tipo de morte celular e o

restante na avaliacio do ciclo celular.
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Para avaliacdo da morte celular, as células foram ressuspensas em PBS (1 mL),
centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em tampao Hank’s
(1 mL). Novamente foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado, e ressuspendidas em
200 pL de Hank’s com 5 pL de Anexina V- FITC (ImunoTools®, Friesoythe, NI, Alemanha).
Ap0s isso, o material foi transferido para tubos de microcentrifuga (Eppendorf®) e levados a
refrigeracdo até o momento da andlise no Citdometro de fluxo BD FACS Verse®. Antes da
contagem e andlise, foi adicionado 5 pL de solu¢do de iodeto de propideo (Sigma-Aldrich®)

na concentragio estoque de 10 ug mL™!. Foram analisados 10000 eventos por amostra.

Para avaliacdo do ciclo celular, as células foram ressuspensas em dlcool etilico 70 % (1
mL) e centrifugadas. O sobrenadante foi descartado mantendo-se aproximadamente 50 puL de
alcool com as células. Essas foram ressuspensas em 200 puL. de solucdo contendo PBS, RNAse
A (20mg mL™! - Invitrogen®) e iodeto de propideo (10 ug mL™! - Sigma-Aldrich®) e incubadas

por 1 hora antes da contagem e andlise no Citdmetro de fluxo.

2.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOV A) ordinary one-way.
As médias foram comparadas pelo teste de Dunnett a 5 % de significancia utilizando o
programa GraphPad Prism®. O ICs¢ foi calculado por meio de uma regressao nao-linear log
[Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas), utilizando os programas
GraphPad Prism® 5.0 e Microsoft Office Excel 2013®. Utilizando os valores de ICso e
HillSlope das regressdes nao lineares também foi possivel calcular os valores de ICi0 e ICoqo.
Foram representados nos gréficos as médias de 3 experimentos independentes com seus

respectivos desvios padroes.

3 RESULTADOS

3.1 Coleta das plantas e extracao dos dleos essenciais

A extragdo dos 6leos essenciais de C. rugosus (CR) e C. carpinifolia (CC) foi realizada
a partir de folhas e flores, (CR Folhas e flores e CR folhas e CC Flores e CC Folhas), secas a
temperatura ambiente. Os rendimentos calculados na massa de matéria seca foram de 0,51; 1,27

e 0,51% (v/m) para CR Folhas e flores, CC Flores e CC Folhas, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 - Rendimentos dos 6leos essenciais de Hyptis coletadas no Cerrado Mineiro

Material vegetal Volume de 6leo obtido Umidade da amostra ~ Rendimento (%)
(mL/100g) (%)
CR 0,40 21,50 0,51
CC Flores 1,10 13,62 1,27
CC Folhas 0,45 11,47 0,51

CR: Folhas e flores de C. rugosus; CC Flores: Flores de C. carpinifolia e CC Folhas: Folhas de C. carpinifolia.

Fonte: A autora.

3.2 Composicao quimica dos 6leos essenciais de C. rugosus e C. carpinifolia

Levando em consideragdo os tempos de retencdo (RT) e comparando os espectros de
massa com a biblioteca de espectros de massa Wiley 6.0 (EUA) e literatura (Adams, 2007), foi
possivel identificar as substancias presentes nos Oleos essenciais. A quantificacdo dos
constituintes foi realizada a partir dos perfis do cromatograma utilizando dreas relativas dos
picos (%). De um total de 34 componentes detectados foram identificados 25 componentes para
o 6leo de folhas e flores de C. rugosus, sendo os principais -cariofileno (22,84 %), Germacreno
D (19,97 %), 6-Acoradieno (11,71 %) Espatulenol (8,30 %) e Tau-cadinol (5,30 %)
representando 68,12 % de um total de 91,94 % de componentes identificados (Tabela 2 e Figura
4). No 6leo essencial das folhas de C. rugosus foram detectados 40 componentes e identificados
29 (Tabela 2 e Figura 4). Desses, os compostos com maiores concentracoes foram: Germacreno
D (16,11 %), B-cariofileno (12,51 %), Espatulenol (12,16 %), 3-Acoradieno (11,98 %) e Oxido
de cariofileno (6,49 %). O pico nimero 40 também alcangcou mais de 5% do total de substancias
(7,88 %), porém nao foi possivel sua identificacdo. De um total de 84,19 % de componentes

identificados, os compostos majoritarios do 6leo das folhas de CR somaram 59,25 %.

A relagdo das substancias identificadas nos 6leos essenciais, suas quantidades relativas
e os indices aritméticos sdo apresentados nas Tabela 2 e Tabela 3. Destacados em negrito estao

0s compostos com concentra¢do maiores que 5 %.
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Tabela 2 - Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de folhas e flores de Cyanocephalus rugosus

Picos RTx RTx 1A 1A Componente IS % [1% []%
Folha Folha tedri Folha Folha
e flor co e flor
1 8,769 8,602 1026 | 1024 Limoneno 96 0,63 0,72
2 26,301 | 26,137 1345 | 1348 o~ Cubebeno 94 0,50 0,32
3 27,107 | 26,925 1358 | 1369 Cyclosativeno 93 0,26 0,11
4 27,264 | 27,089 1361 | 1371 Longicicleno 89 0,50 0,34
5 27,84 27,665 1370 | 1374 Copaeno <a-> 96 2,29 2,28
6 28,34 28,172 1379 | 1387 Bourboneno <f-> 94 0,46 1,04
7 28,737 | 28,579 1385 | 1387 Cubebeno <B-> 95 0,89 0,57
8 28,87 28,717 1387 | 1389 Elemeno <B-> 91 0,50 0,43
9 30,488 | 30,238 1414 | 1417 B-cariofileno 96 22,84 12,51
10 30,84 1424 | 1430 B-Copaeno 85 0,19
10e 11 | 32,408 | 32,234 1447 | 1452 o-cariofileno 95 3,72 2,66
12 33,757 1473 | 1483 o - Amorfeno 88 0,28
11e13 | 34,151 | 33,946 1476 | 1480 Germacreno D 95 19,97 16,11
12e15 | 35,043 | 34,859 1491 | 1498 o6-Acoradieno 87 11,71 11,98
16 35,167 1497 | 1500 o - Muroleno 85 0,22
13e 17 | 35,454 | 35,309 1498 | 1508 Germacreno A 93 0,91 0,80
15e19 | 36,102 | 35,984 1509 | 1502 v - Patchouleno 84 3,35 1,78
16 e 20 | 36,643 | 36,51 1519 | 1513 6 -Cadineno 93 1,66 3,23
17e21 | 38,375 | 38,252 1549 | 1545 eudesma-3,7(11)- 88 1,36 1,12
dieno
18 e 22 | 39,67 39,531 1572 | 1577 Espatulenol 94 8,30 12,16
19e23 | 39,892 | 39,753 1576 | 1582 Oxido de 92 4,72 6,49
cariofileno
24 40,25 1585 | 1592 Viridiflorol 88 0,24
21 e26 | 41,05 40,941 1596 | 1590 Globulol 90 1,47 2,23
22e27 | 41,321 | 41,216 1601 | 1608 Humulene 89 0,46 0,87
epoxide II
24 41,724 | 42,378 1608 | 1618 1,10-di-epi- 89 0,49
Cubenol
26e29 | 42,485 | 42,779 1622 | 1627 1-epi-Cubenol 82 0,52 1,33
28 e 32 | 42,86 43,158 1629 | 1639 Aloaromadendren 83 0,63 0,86
o epoxido
29 ¢ 31 | 43,202 | 43,729 1635 | 1638 tau-cadinol 94 5,30 1,67
30e 33 | 43,507 | 43,839 1641 | 1644 & -Cadinol 92 0,50 1,33
34 43,426 1643 | 1640 tau-Murolol 88 0,32
TOTAL: 91,94 84,19
% %
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RT: Tempo de reten¢io; IA: indice aritmético; IS: Indice de similaridade; [ ] Concentragdo. Os picos se referem a
figura 4. Destacados em negrito estdo os compostos com concentracdo maiores que 5%. Fonte: A autora.

Figura 4 - Cromatograma do dleo essencial das folhas e flores (a) e das folhas (b) de C. rugosus
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Fonte: A autora.

No 6leo essencial obtido das flores de C. carpinifolia foram identificados 32
componentes de 34 detectados (Figura 5a), correspondentes a 99,6 % da mistura. Como
observado na Tabela 3, os componentes mais representativos somaram 68,72 % do 6leo e foram
a-Tujona (46,05 %), Espatulenol (6,72 %), Sabineno (6,06 %), Isocariofileno (5,09 %) e o-
Copaeno (4,80 %). A composi¢do quimica do Oleo essencial das folhas de C. carpinifolia
também estdo apresentadas nas Tabela 3. Foram identificados 28 componentes, de 34
detectados (Figura 5b), correspondentes a 96,3 % do total do 6leo em uma mistura complexa.
Os compostos majoritarios foram o-Tujona (43,13 %), Sabineno (8,87 %), Espatulenol (7,92
%), Oxido de cariofileno (5,41 %) e B-Tujona (5,14 %), representando 70,46 % do total

identificado.




Tabela 3 - Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de flores e folhas de Cantinoa carpinifolia
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Picos RTx RTx IA IA Componente IS % [1% [1%
Flor Folha tedrico Flor Folha

lel 5,349 5,348 924 |924 a-tujeno 94 0,44 0,16

2e?2 5,552 | 5,551 931 |932 o-pineno 97 0,42 0,15

3e3 6,736 | 6,744 | 970 | 969 Sabineno 95 6,06 8,87

4 6,858 | 974 | 974 B-Pinene 97 0,89

5 7,316 989 | 988 Mirceno 92 0,15

6e5 8,283 | 8,283 1015 | 1014 a-Terpineno 93 0,44 0,26

7e6 8,600 | 8,605 1022 | 1020 p-Cimeno 96 0,13 0,16

8e7 8,780 | 8,777 1026 | 1024 Limoneno 90 0,59 0,40

9e8 8,860 | 8,858 1028 | 1026 1,8-Cineol 96 0,78 1,07

10e9 10,070 | 10,069 | 1055 | 1054 y-Terpineno 97 0,87 0,59

11e10 | 10,431 | 10,430 | 1063 | 1065 cis-Sabineno 92 0,68 0,43
hidrato

12 11,456 1086 | 1086 Terpinoleno 94 0,17

13e11 | 11,972 | 11,951 | 1097 | 1098 trans-Sabineno 90 0,75 0,47
hidrato

14e13 | 12,419 | 12,400 | 1106 | 1101 o-Tujona 97 46,05 43,14

15e14 | 12,858 | 12,857 | 1114 | 1112 p-Tujona 95 3,87 5,14

16e 15 | 14,252 | 14,250 | 1139 | 1141 Canfora 97 1,63 2,78

17 14,327 1141 | 1137 cis-Verbenol 93 0,93

18e 16 | 15,148 | 15,144 | 1156 | 1158 trans- 96 0,18 0,41
Pinocanfona

19e 17 | 15475 | 15,469 | 1162 | 1164 3-Tujanol 92 0,31 0,49

18 15,625 | 1164 | 1165 Lavandulol 92 0,36

20e 19 | 15911 | 15,904 | 1170 | 1172 cis- 96 4,45 3,91
Pinocanfona

21e20 | 16,118 | 16,113 | 1173 | 1174 Terpinen-4-ol 96 2,07 2,06

22e21 | 16,888 | 16,884 | 1187 | 1186 a-Terpineol 96 1,63 1,29

23e22 | 27,844 | 27,841 | 1370 | 1374 a- Copaeno 96 4,80 4,94

24e23 | 28,333 | 28,331 | 1378 | 1387 -Bourboneno 93 0,20 0,24

25e¢24 30,392 | 30,376 | 1413 | 1408 Isocariofileno 96 5,09 3,47

26e25 | 32,381 | 32,374 | 1446 | 1452 a-Humuleno 97 0,81 0,28

27 32,901 1455 | 1454 (E)-B- 90 0,26
Farneseno

28 €26 | 34,048 | 34,036 | 1474 | 1480 Germacrene D 94 2,47 0,47

29 34,983 1490 | 1500 Germacrene B 92 2,53

30 36,624 1518 | 1522 Cadinene <6-> 93 0,47

31e28 | 39,640 | 39,650 | 1571 | 1577 Espatulenol 94 6,722 7,92
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Picos RTx RTx 1A 1A Componente IS % [1% [1%
Flor Folha tedrico Flor Folha
32e29 | 39,862 | 39,870 | 1575 | 1582 Oxido de 95 3,17 541
cariofileno
33e30 |41,310 | 41,309 | 1601 | 1608 Humuleno 89 0,34 0,40
epoxido II
TOTAL: 99,6% 96,3%

RT: Tempo de retengio; IA: indice aritmético; IS: Indice de similaridade; [ ] Concentragio. Os picos se referem
as figuras 5a e 5b, respectivamente. Destacados em negrito estdo os compostos com concentragdo maiores que
5%. Fonte: A autora.

Figura 5 - Cromatograma do 6leo essencial das flores (a) e folhas (b) de C. carpinifolia
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Considerando as substincias majoritarias, a espécie C. rugosus € rica em

sesquiterpenos (C15), como observamos na figura 6, enquanto C. carpinifolia é rica em

monoterpenos (C10), como observamos na figura 7.
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Figura 6 - Estruturas quimicas dos componentes principais do 6leo essencial de folhas e flores de Cyanocephalus

rugosus
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Fonte: A autora.
Figura 7: Estruturas quimicas dos componentes principais dos 6leos essenciais das flores e folhas de Cantinoa

carpinifolia
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Fonte: A autora.

3.3 Atividade citotoxica por ensaio de MTT

A citotoxicidade dos dleos foi medida utilizando o ensaio colorimétrico MTT [3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5difeniltetratozdlio] para determinar a viabilidade celular através da

atividade mitocondrial. O 6leo essencial de folhas e flores de C. rugosus exibiu citotoxicidade
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em todas as linhagens testadas, murinas e humanas (Tabelas 4 e 5), porém apenas nas células
humanas foram identificadas seletividade. Com isso, o 6leo extraido a partir das folhas de CR

foi testado apenas nas células de linhagens humanas.

Na tabela 4 estdo resumidos os valores de ICso e os indices de seletividade calculados
para os 6leos de Lamiaceae coletadas no Cerrado nas células murinas. Como podemos observar,
apenas para o 6leo essencial de C. rugosus, a relacdo melan-a/4T1 resultou em um valor acima
de 1 (1,11). Curiosamente as seletividades para o melanoma (B16F10) e para o cancer de mama
(4T1) nas flores apresentaram valores similares (0,27 — B16F10 e 0,26 —4T1), o que também
ocorreu com o Oleo das folhas (0,43 — B16F10 e 0,48 —4T1).

Tabela 4 — Concentragdo inibitéria de 50% (ICso) (ug mL™") das células murinas e indice de seletividade (IS) dos
Oleos essenciais de Lamiaceae do Cerrado

Oleos essenciais melan-a  B16F10 4T1 IS (MELAN-A/ IS (MELAN-A/
B16F10) 4T1)
1Csp 49,89 76,86 44,85
CR Folhas e LogICsp 1,69 1,88 1,65
flores R? 0,85 0,91 0,85 0.64 L1
HillSlope -1,75 -3,84 -7,23
ICso 54,07 197.8 206,3
LogICsy 1,73 2,29 2,31
CC Flores R? 0.89 0.85 0.85 0,27 0,26
HillSlope -0,89 -0,70 -2,57
ICso 85,72 194,9 178,1
LogICsp 1,93 2,29 2,25
CC Folhas R 0.94 0.74 0.86 0,43 0,48
HillSlope -1,20 -0,837 -2,51

CR: Cyanocephalus rugosus; CC: Cantinoa carpinifolia; melan-a: célula normal murina; B16F10: célula de
melanoma murina; 4T1: célula de cancer de mama murino. Fonte: A autora.

Os 6leos essenciais de C. rugosus e C. carpinifolia exibiram seletividades mais elevadas
nas linhagens humanas, comparado as linhagens murinas. Na tabela 5 estdo resumidos os
valores de ICso e os indices de seletividade calculados para os 6leos de Lamiaceae nas células
de origens humana e de primata ndo humano. Para o cancer colorretal humano (SW480) o 6leo
de flores e folhas de C. rugosus apresentou uma seletividade préxima a 2 (1,89), enquanto o
6leo das flores de C. carpinifolia exibiu a maior seletividade (2,71), entre os dleos testados. O
6leo das folhas de C. carpinifolia apresentou seletividade de 1,28, sendo a menor seletividade
para SW480. Quando observamos a linhagem de cancer de figado humano (HEPG-2), a melhor
seletividade foi com o 6leo de flores e folhas de C. rugosus que alcancou 4,72. Curiosamente,
o segundo maior valor nao foi obtido do 6leo das suas folhas, mas sim do 6leo das flores de C.
carpinifolia com 1,97. O ¢leo das folhas de CR exibiu seletividade de 1,60 para a linhagem
HEPG-2.
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Tabela 5— Concentragio inibitéria de 50 % (ICsp) (g mL™") das células humanas e indice de seletividade (IS) dos
Oleos essenciais de Lamiaceae do Cerrado

Oleos VERO _ SW480 HEPG-2 IS (VERO/ IS (VERO/
essenciais SW480) HEPG-2)
TR 1327 70.18 28.08
LogICs 212 1,84 1.44
Fglohrisse 2 089 085 0.94 1,89 4,72
HillSlope -2,66  -2,56 241
ICx 6136 4227 3831
CR  LogiCxy 178 1,62 1.58
Folhas R’ 093 091 0.90 145 1,60
HillSlope -3.87  -2.29 227
ICs 2189 806 110.6
CC LogiCx 235 1,90 2.04
Flores R 084 085 0.91 2,71 1,97
HillSlope 2,01  -3,63 271
ICso 151.6 1176 147
CC  LogliCyp 218 2,07 2.16
Folhas R 091 0.5 0.77 1,28 1,03
HillSlope 249  -1,55 2,88

CR: Cyanocephalus rugosus; CC: Cantinoa carpinifolia; VERO: Epitélio de rim normal de macaco verde africano;
SW480: Cancer colorretal humano; HEPG-2: Cancer de figado humano. Fonte: A autora.

Para as linhagens murinas, o maior efeito citotéxico do 6leo de flores e folhas de CR foi
observado no cancer de mama (4T1), aonde as 3 maiores concentragdes (200, 100 e 50 pg/mL)
exibiram reducdes maiores que 50% na viabilidade, comparado ao controle. Com isso, o ICso
calculado para 4T1 foi de 44,85 ug mL™! (Figuras 8e e 8f). A segunda linhagem mais sensivel
ao tratamento com C. rugosus foram os melandcitos normais (melan-a), aonde as concentragdes
de 200 e 100 pg mL! reduziram em 91,79 e 91,49 % da viabilidade (Figuras 8a e 8b). Com
reducdes tdo elevadas, o ICso calculado para melan-a foi de 49,89 ug mL™!, préximo ao
encontrado para 4T1. Comparado as linhagens murinas, o menor efeito citotéxico do 6leo
essencial de CR foi observado nas células de melanoma (B16F10) (Figuras 8c e 8d). As
concentragdes de 200 e 100 ug mL™! foram responsaveis por reducdes de 90,24 e 75,27 % na

viabilidade celular, respectivamente, assim, o ICso calculado foi de 76,86 pg mL".
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Figura 8 - Viabilidade das células melan-a (a; b), BI6F10 (c; d) e 4T1 (e; f) em fungdo da concentragdo do 6leo
essencial de folhas e flores de Cyanocephalus rugosus apés 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 8a, 8c e 8e:
regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 8b, 8d e 8f:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significAncia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P = 0,70), * (P = 0,04) e **** (P < 0,0001). Fonte: A autora.

Nas linhagens humana e de primata, o cancer de figado (HEPG-2) e o cancer colorretal
(SW480) foram mais sensiveis aos dois 6leos de C. rugosus, comparado as células epiteliais
normais (VERO) (Figura 9 e Figura 10). De fato, nos experimentos com a concentragao inicial
de 200 pg mL™! do 6leo de flores e folhas de CR ndo foi possivel calcular o ICso para a linhagem

VERO, sendo necessdrio a ampliacdo das concentracdes para 300, 400 e 500 pg mL™! (Figuras
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9a e 9b). Com isso, 0 ICso foi de 132,7 pg mL™! para essas células. Na linhagem HEPG-2 o 6leo
de flores e folhas de CR exibiu maior citotoxicidade, com o ICso chegando a 28,08 ug mL!, e
melhor seletividade (IS = 4,72). Nas células SW480, o ICso foi de 70,18 pg mL", com as
concentracdes de 200 e 100 pg mL! reduzindo mais de 80 % da viabilidade (Figuras 9c e 9d),

porém a seletividade se manteve abaixo de 2 (1,89).

Figura 9 - Viabilidade das células VERO (a; b), SW480 (c; d) e HEPG-2 (e; f) em func¢do da concentracdo do
6leo essencial de folhas e flores de Cyanocephalus rugosus ap6s 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 9a, 9¢c e 9e:
regressao ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 9b, 9d e 9f:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significancia. A diferenga estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: ** (P = 0,006) e **** (P < (0,0001). Fonte: A autora.

O 6leo obtido apenas com as folhas de CR apresentou elevada citotoxicidade contra
todas as linhagens testadas (VERO, SW480 e HEPG-2) (Figura 10). Como os valores de 1Cs
calculados para as linhagens cancerosas ficaram préximos ao valor calculado para a linhagem

normal, o 6leo de folhas de CR ndo exibiu seletividade. Para SW480 o IS foi de 1,45 e para
HEPG-2 foi de 1,60.
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Figura 10 - Viabilidade das células VERO (a; b), SW480 (c; d) e HEPG-2 (e; f) em funcdo da concentragdo do
6leo essencial das folhas de Cyanocephalus rugosus apds 48h de tratamento
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao de 3 experimentos independentes. Figuras 10a, 10c e 10e:
regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 10b, 10d e
10f: médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significancia. A diferencga estatistica com o controle foi

representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P = 0,09) e **** (P < 0,0001). Fonte: A autora.

A citotoxicidade dos 6leos de C. carpinifolia foram maiores nos melandcitos normais

murinos (melan-a) (Figura 11), comparado as linhagens murinas de melanoma (B16F10)

(Figura 12) e cancer de mama (4T1) (Figura 13). De forma que os valores de ICso foram

menores na linhagem normal. Os 6leos essenciais das folhas e flores de C. carpinifolia
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apresentaram redu¢@o na viabilidade celular de melan-a em todas as concentragdes ensaiadas
(25 a 600 pg mL") (Figura 11). Os maiores efeitos foram observados nas flores onde o ICso
calculado foi de 54,07 pg mL! (Figuras 11c e 11d) contra 85,72 pg mL™! nas folhas (Figuras
11a e 11b). Embora o efeito téxico tenha sido maior na concentraciio de 600 pg mL™! do éleo
das folhas, com viabilidade celular considerada negativa, o ICso do 6leo das flores foi menor
em fungdo da redugio na viabilidade observada na concentracio de 200 ug mL'. Enquanto
foram observadas reducdes de 89,26 %, quando o 6leo das flores foi utilizado na mesma

concentracao do 6leo das folhas, a reducgao ficou em 60,23 %.

Figura 11 — Viabilidade das células melan-a em funcio da concentragio do 6leo essencial das folhas (a; b) e das
flores (c; d) de Cantinoa carpinifolia apés 48h
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 11a, 11c:
regressao nao-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 11b, 11d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significincia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: **** (P < 0,0001). Fonte: A autora.

Na linhagem de melanoma murino (B16F10), a viabilidade celular foi afetada de forma
similar em ambos os 6leos de C. carpinifolia (Figura 12). No 6leo das folhas as concentragdes

de 500 e 200 pg mL! foram responsdveis por reducdes de 70,71 % e 53,82 %, respectivamente,
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sendo as tnicas exibindo viabilidade abaixo de 50 % (Figuras 12a e 12b). O 1Cso para o 6leo
das folhas foi de 194,9 ug mL", enquanto para o 6leo das flores foi de 197,8 pg mL'. As
concentragoes de 500, 400 e 200 pg mL-' das flores exibiram reducdes na viabilidade de BI6F10
de 58,59 %; 71,94 % e 52,31 %, respectivamente (Figuras 12c e 12d). Com isso, os valores de
seletividade contra o0 melanoma murino foram 0,27 para o 6leo das flores e 0,43 para o 6leo das

folhas.

Figura 12 - Viabilidade das células B16F10 em func¢do da concentrag¢do do 6leo essencial das folhas (a; b) e das
flores (c; d) de Cantinoa carpinifolia ap6s 48h
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 12a, 12c:
regressao ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 12b, 12d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significAncia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: ** (P = 0,004) e **** (P <(0,0001). Fonte: A autora.

Na linhagem de cancer de mama murino (4T1) o comportamento dos 6leos foi similar
(Figura 13). As menores concentragdes (a partir de 50 pg mL"') ndo exibiram reducdes na

viabilidade celular, enquanto as concentragdes a partir de 200 ug mL' exibiram viabilidade
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abaixo de 50 %. O ICsp calculado para o 6leo das folhas foi de 178,1 pg mL' e o ICso para o
6leo das flores foi de 206,3 pg mL-". O valor mais baixo no 6leo das folhas ocorreu em fungao
da concentracao de 400 pg mL"!, que teve reducdo de 90,26 % contra 71,34 % de reducdo na
viabilidade na mesma concentragdo do 6leo das flores. Assim como para o melanoma, a
seletividade para o cancer de mama murino foi menor que 1, sendo 0,26 para as flores de C.

carpinifolia e 0,48 para as folhas.

Figura 13 - Viabilidade das células 4T1 em fun¢@o da concentrac¢io do 6leo essencial das folhas (a; b) e das
flores (c; d) de Cantinoa carpinifolia ap6s 48h
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Os dados sao apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 13a, 13c:
regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 13b, 13d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significancia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P = 0,76), * (P = 0,03),*** (P = 0,0008) e **** (P <
0,0001). Fonte: A autora.

O dleo essencial das folhas de C. carpinifolia se mostrou mais citdxico para a linhagem
normal de primata (VERO) do que o 6leo das flores (Figura 14). As concentragoes de 100, 200,
400 e 500 pg mL"' do 6leo das folhas reduziram em 74,74 %; 86,57 %; 85,06 % e 83,66 % a
viabilidade das células VERO, respectivamente (Figuras 14a e 14b). Enquanto as mesmas

concentracdes do 6leo das flores (100, 200, 400 e 500 pg mL"') apresentaram reducdes na
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viabilidade de 60,17 %; 56,98 %; 72,17 % e 89,74 %, respectivamente (Figuras 14c e 14d). Isso
pode se ver refletido nos valores de ICso calculados, onde as folhas exibiram 151,6 ug mL' e

as flores 218,9 ng mL'.

Figura 14 - Viabilidade das células VERO em fung¢do da concentragdo do 6leo essencial das folhas (a; b) e das
flores (c; d) de Cantinoa carpinifolia ap6s 48h
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Os dados s@o apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 14a, 14c:
regressao nao-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 14b, 14d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significAncia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P = 0,88), *** (P = 0,0003) e **** (P < 0,0001). Fonte: A
autora.

Ao contrario do observado nas células VERO, a citotoxicidade do 6leo essencial das
flores foi maior do que o das folhas na linhagem de cancer colorretal humano (SW480) (Figura
15). Enquanto as concentragdes de 100 e 200 pg mL" do 6leo das flores reduziram 75,20 % e
81,80 % da viabilidade de SW480 (Figuras 15c e 15d), o 6leo das folhas com 100 e 200 pg mL-
! exibiram redugdes de 64,58 % e 60,99 % (Figuras 15a e 15b). A concentragao de 25 pg mL"!
nao exibiu toxicidade em nenhum dos dois 6leos, visto que, as médias ndo foram diferentes do
controle, segundo o teste de Dunnett a 0,5 %. Os valores de ICso calculados para a linhagem

SW480 foram 117,6 pug mL! com o 6leo das folhas e 80,60 pg mL' com o 6leo das flores.
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Figura 15 - Viabilidade das células SW480 em fun¢@o da concentrag@o do 6leo essencial das folhas (a; b) e das
flores (c; d) de Cantinoa carpinifolia ap6s 48h
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Os dados s@o apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Figuras 15a, 15c¢:
regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 15b, 15d:
médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significancia. A diferenca estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P = 0,93), ** (P =0,002) e **** (P < 0,0001). Fonte: A autora.

Diferente do observado para as células SW480 em que as duas maiores concentragdes
dos 6leos de CC reduziram mais de 50 % da viabilidade, nas células HEPG-2 apenas a maior
concentracdo (200 pg mL') teve esse efeito (Figura 16). O 6leo das folhas de CC na
concentragdo de 200 pg mL"! reduziu 71,70 % da viabilidade das células HEPG-2, comparado
ao controle (Figuras 16a e 16b). Enquanto o 6leo das flores de CC na mesma concentragado teve
80,86 % de reduc¢do na viabilidade. Com isso, o ICsp calculado para o 6leo das flores foi menor
(110,6 pg mL') do que o calculado para o 6leo das folhas (147,0 pg mL"!). Portanto ambos

apresentaram seletividades menores que 2 (1,37 para flores e 1,03 para folhas).
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Figura 16 - Viabilidade das células HEPG-2 em fun¢@o da concentrac@o do 6leo essencial das folhas (a; b) e das
flores (c; d) de Cantinoa carpinifolia ap6s 48h
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrio de 3 experimentos independentes. Figuras 16a, 16c e 16e:
regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada (porcentagens de células vivas); Figuras 16b, 16d e
16f: médias submetidas ao teste de Dunnett a 5% de significincia. A diferenga estatistica com o controle foi
representada pelos simbolos: (ns) ndo significativo (P = 0,93), * (P = 0,04), *** (P = 0,0009) e **** (P < 0,0001).
Fonte: A autora.

Os valores de ICso dos 6leos de CR e CC foram calculados a partir da viabilidade celular
e a partir dos dados de HillSlope do ICs¢ foram calculados os valores de IC1o e ICop que estao
apresentados nas Tabelas 2 e 3 em Anexo. Todos esses valores obtidos foram considerados para

o calculo dos Indices de seletividades.

Considerando o ICy estimado para a linhagem 4T1, o 6leo de folhas e flores de CR teria
uma seletividade de 2,86 (Tabela 2 em Anexo). Fato ndo observado quando a seletividade foi
calculada a partir dos valores de ICso, onde o IS foi de 1,11 (Tabela 4). Mesmo sendo um valor
baixo, considerando uma boa seletividade a partir de 2, este foi o maior valor encontrado nas

células murinas a partir dos valores de ICsp.

Para as células humanas, a melhor seletividade observada se manteve sendo na linhagem

HEPG-2 com o 6leo de folhas e flores de CR, considerando tanto o ICio como o ICqo (Tabela 3
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em Anexo). Porém, o valor de IS para o ICq (4,35) foi ligeiramente menor do que o calculado
para o ICso (4,72) (Tabela 5). Entretanto tais valores nos trazem um dado farmacologicamente
importante uma vez que a concentra¢iao de IC90 deste 6leo para a linhagem HEPG2 (69,6 pg
mL") é menor do que a concentracdo de IC50 para a linhagem normal Vero (132,7 pg mL™"),
indicando que a elevacdo da concentracdo de uso deste 6leo ndo acarretaria alta taxa de morte
em células ndo tumorais. Para o 6leo das flores de CC, a seletividade calculada a partir do valor
estimado de ICy para as células SW480 foi maior do que o calculado para o ICso do mesmo
6leo (4,57 x 2,71). A seletividade para as células HEPG-2 com o ICyo também foi maior do que
o calculado para o ICso (2,70 x 1,97). De forma similar a concentragdo de ICo para as linhagens
tumorais € préxima da concentracdo de ICso da linhagem normal (218,9 ug mL"), no caso da
linhagem HEPG2 (248,9 ng mL"') ou tem valor inferior a esta, como demonstrado pelo
tratamento da linhagem SW480 com o 6leo CR flores (IC90 = 147 pg mL"), demonstrando que
doses elevadas deste 6leo causaria poucos efeitos colaterais as células normais (Tabelas 2 e 3

em Anexos).

3.4 Avaliacao da morfologia celular por aquisicao de imagens apés o tratamento com o

ICso dos dleos essenciais de C. rugosus (CR) e C. carpinifolia (CC)

Na figura 17 € possivel comparar o efeito visual na morfologia das células da linhagem
HEPG-2 que ndo receberam tratamento com os 6leos, apenas com o DMSO (0,5 %), com as
células que foram tratadas com o ICsp do 6leo de toda a planta de CR e com o ICso do 6leo
apenas das folhas de CR. Enquanto no controle as células se mantém aderidas a superficie da
placa com formatos mais geométricos, nos tratamentos observamos aproximadamente metade
das células em formato circular ou “enrugado”, aparentemente nao aderidas (Figuras 17¢c, 17d,
18e e 18f). Outras células parecem em transi¢do de um formato geométrico para um formato
mais pavimentoso / fusiforme. Essas células também aparentam possuir um maior nimero de

projecdes da membrana do tipo “blebs” (Figura 17f).
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Figura 17 — Células da linhagem HEPG-2 tratadas com diferentes 6leos essenciais de Cyanocephalus rugosus
(CR) no aumento de 20x
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Figuras 17a e 17b apresentam células do controle, tratadas com 0,5% de DMSO; Figuras 17c e 17d apresentam
células tratadas com o ICso do dleo essencial de flores e folhas de CR (CR) e as Figuras 17e e 17f apresentam
células tratadas com o ICsy do 6leo essencial apenas das folhas de CR (CRF). Estdo representadas duas imagens
obtidas de campos diferentes para cada tratamento. Fonte: A autora.

Na figura 18 é possivel observar a drea demarcada na figura 17f nos aumentos de 40x
(Figura 18a) e 80x (Figura 18b). Nesta € possivel observar células mortas e células em processo
de morte celular, com grandes corpos multivesiculares em seus interiores. As células mortas

parecem manter o limite celular sem rupturas.

Figura 18 — Células da linhagem HEPG-2 tratadas com o 6leo essencial das folhas de Cyanocephalus rugosus
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Figura 18a mostra um aumento de 40x e Figura 18b mostra um aumento de 80x da drea delimitada na Figura 18a.
Seta sélida indica nicleo condensado, setas com ponto redondo indicam vactiolos intracelulares e setas com ponto
quadrado indicam células mortas com limite celular integro. Fonte: A autora.
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Dos 4 timelapses montados com as células HEPG-2 durante as 24 horas de tratamento
das células com o ICs¢ do 6leo de flores e folhas de CR, 2 deles estdo disponiveis nos links
abaixo, hospedados no google drive e livre de virus. 73 fotos foram agrupadas, em cada video,
que possuem 7 segundos cada. Nos videos é possivel observar o processo de morte celular.

Ponto 1: https://drive.google.com/file/d/10Gclv7;jjordWi9lcSSKOvds9ZyWwC7g/view 2usp=sharing
Ponto 11:

https://drive.google.com/file/d/1cm gEmb33ImdAp0J8VgNMmLCDigRYCCg/view Tusp=sharing

As células da linhagem SW480 tratadas com o O6leo essencial das flores de C.
carpinifolia (CC FLORES) aparentam sofrer menos mudancas morfoldgicas, comparado as
células do controle, porém um nimero menor de células foi observado decorridas as 24 horas

de tratamento (Figura 19).

Figura 19 — Células da linhagem SW480 tratadas com o 6leo essencial de Cantinoa carpinifolia (CC) no
aumento de 20x
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Figuras 19a e 19b apresentam células do controle, tratadas com 0,5% de DMSO; Figuras 19c e 19d apresentam
células tratadas com o ICso do 6leo essencial de flores de CC. Estdo representadas duas imagens obtidas de campos
diferentes para cada tratamento. Fonte: A autora.

Na figura 20 € possivel observar a area demarcada na figura 19d nos aumentos de 40x
(Figura 20a) e 80x (Figura 20b). Aqui podemos observar células mortas, células em processo
de morte celular, com grandes corpos multivesiculares em seus interiores e nicleo condensado.

Além da presenca de debris (vestigios de células mortas).


https://drive.google.com/file/d/1oGcIv7jjjordWi9lcSSK0vds9ZyWwC7q/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1cm_gEmb33lmdAp0J8VgNMmLCDiqRYCCg/view?usp=sharing
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Figura 20 — Células da linhagem SW489 tratadas com o 6leo essencial das flores de Cantinoa carpinifolia (CC
FLORES)
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Figura 20a mostra um aumento de 40x e Figura 20b mostra um aumento de 80x da drea delimitada na Figura 20a.
Seta s6lida indica nicleo condensado, setas com ponto redondo indicam debris, setas com ponto quadrado indicam
células mortas com limite celular integro e seta com tracejado longo indica corpos multivesiculares. Fonte: A
autora.

3.5 Avaliacao do tipo de morte celular e do ciclo celular por Citometria de Fluxo

O tratamento com o 6leo essencial de flores e folhas de C. rugosus (CR) obteve
seletividade de 4,72 para a linhagem de cancer de figado humano (HEPG-2) e o 6leo essencial
apenas das folhas de C. rugosus (CRF) obteve 1,60. Analisando o tipo de morte celular
utilizando o kit de proteina Anexina V conjugada ao fluoréforo FITC (ImunoTools®,
Friesoythe, NI, Alemanha) e o iodeto de propideo (Sigma-Aldrich) foi identificada a morte por
apoptose em 97,17% das células, quando essas foram tratadas com o ICyy de CRF
(Concentragio de 100,73 pug mL") (Figura 21c e 22c). O tratamento com o ICg de CR
(Concentragio de 69,63 pg mL') nas células HEPG-2, por 24h, se manteve similar ao

observado no controle (Figura 21b e 22b)

Figura 21 — Determinacdo do tipo de morte celular induzida na linhagem HEPG-2 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com IC90 do 6leo essencial de folhas e flores
de Cyanocephalus rugosus (CR) e com o IC90 do 6leo essencial das folhas de Cyanocephalus rugosus (CRF).
Necrose (Q1): células positivas para o iodeto de propideo; Apoptose (Q2) marcag@o dupla com iodeto e anexina
V; Vidvel (Q3): células sem marcador; Apoptose precoce (Q4): positivas apenas para a Anexina V. Fonte: A
autora.

Figura 22 — Determinacdo do tipo de morte celular induzida na linhagem HEPG-2 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com IC90 do 6leo essencial de folhas e flores
de Cyanocephalus rugosus (CR) e com o IC90 do 6leo essencial das folhas de Cyanocephalus rugosus (CRF).
Fonte: A autora.

A analise do ciclo celular das células HEPG-2 tratadas com os valores de ICqy,
calculados para cada 6leo, durante 24 horas, mostraram uma manutenc¢do do ciclo celular com
o 6leo de flores e folhas, comparado ao controle (Figuras 23b e 24b). E o 6leo apenas das folhas
de C. rugosus alterou visivelmente o ciclo das células HEPG-2 (Figuras 23c e 24c). Baseado
nos dados de ciclo celular das células do controle e visando manter a proporcao entre as fases
do ciclo equivalentes apds os tratamentos, nds calculamos os valores esperados para cada fase.
Visto que ap0s o tratamento com o ICgp de CR, foram observadas 72,7 % das cé€lulas na fase
GO0-G1, deveriam estar na fase S 13,15 %, na fase G2-M, 18,26 % e; 9,30 % de DNA deveria
estar fragmentado. A proporcao observada apds o tratamento foi de 8,29 % na fase S, 11,1 %,
na fase G2-M, e 7,91 % de DNA fragmentado (Figuras 23b e 24b). Valores menores do que o
esperado, porém, a propria fase GO-G1 teve um aumento, comparado ao controle. Ela subiu de
64,1 % para 72,7 %. Quando observamos as células ap6s 24h de tratamento com o ICo9 de CRF,
a fase GO-G1 sofreu uma reducdo de 64,1 para 0,056 %, comparado ao controle, e as fases S e
G2-M mantiveram a proporcao esperada (0,010 e 0,009 % na fase S) e (0,014 € 0,056 % na fase
G2-M), esperada e observada, respectivamente (Figuras 23c e 24c¢). Por outro lado, a quantidade

de DNA fragmentado subiu de 0,0071, do esperado, para 99,87 %.
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Figura 23 — Andlise do Ciclo Celular na linhagem HEPG-2 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com IC90 do 6leo essencial de folhas e flores
de Cyanocephalus rugosus (CR) e com o IC90 do 6leo essencial das folhas de Cyanocephalus rugosus (CRF). G1
(G0-G1), S e G2 (G2-M) observados nos tratamentos. Fonte: A autora.

Figura 24 — Andlise do Ciclo Celular na linhagem HEPG-2 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com IC90 do 6leo essencial de folhas e flores
de Cyanocephalus rugosus (CR) e com o IC90 do 6leo essencial das folhas de Cyanocephalus rugosus (CRF).
Fonte: A autora.

Dentre os tratamentos com os Oleos essenciais de C. carpinifolia, o 6leo das flores
apresentou melhor seletividade contra a linhagem de cancer colorretal humano (SW480) com
valor de 2,71. Ele foi selecionado para andlise do ciclo celular. Comparado ao controle, o ciclo
ndo sofreu grandes alteracoes (Figura 25b e 26b). Como foram observadas 70,3 % das células
na fase GO-G1, para manter a proporcao do ciclo, 12,28 % deveriam estar na fase S; 16,82 %
na fase G2-M e 3,81 % de DNA fragmentado. O tratamento com o ICg de CC Flores
(Concetracdo de 248,55 ug mL') aumentou levemente a porcentagem de DNA fragmentado

(8,78 %), reduziu G2-M (8,62 %) e manteve a fase S equivalente (12,3 %).
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Figura 25 — Andlise do Ciclo Celular na linhagem SW480 por Citometria de Fluxo

a b
G1
600 T 63,1

G1
G2 500 -] 70.3
16,3

G2
8,62

400

Count

200 7

1] 30K 60K Q0K 120K 0 30K 80K 90K 120K
Comp-Propidium lodide-A :: Propidium lodide-A Comp-Propidium lodide-A :: Propidium lodide-A
CONTROLE 1C90 CC (FLORES)

(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com IC90 do 6leo essencial de flores de
Cantinoa carpinifolia (CC Flores). G1 (G0-G1), S e G2 (G2-M) observados nos tratamentos. Fonte: A autora.

Figura 26 — Anadlise do Ciclo Celular na linhagem SW480 por Citometria de Fluxo
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(a) Células sem tratamento, controle; (b) Células apds 24h de contato com IC90 do 6leo essencial de flores de
Cantinoa carpinifolia (CC Flores). Fonte: A autora.

4 DISCUSSAO

Os dleos essenciais sdo misturas naturais liquidas, voldateis, lipossoldveis e soldveis em
solventes organicos com densidade, geralmente mais baixa que a da d4gua. Sao metabolizados
por plantas aromdticas como metabdlitos secundarios e podem ser sintetizados por todos os
orgdos da mesma e armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas
ou tricomas glandulares (Croteau et al. 2000). Eles sdo caracterizados por dois ou trés
componentes principais em concentragdes maiores (20-70 %) em comparacdo aos demais
componentes presentes. Geralmente, esses componentes principais determinam as propriedades

bioldgicas dos 6leos essenciais (Pichersky et al. 2006).
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Todos os quatro 6leos obtidos apresentaram forte odor, consistente com outras espécies
da familia Lamiaceae, como manjericdo e horteld. Botanicamente, os géneros Cyanocephalus
e Cantinoa também podem ser encontrados na lituratura como Hyptis, uma vez ele é um
sindnimo botanico dentro da taxonomia da subtribo Hyptidinae (Sedano-Partida et al. 2020).
Na espécie Hyptis pectinata foram identificados B-cariofileno (30,2 %), 6xido de cariofileno
(7,1 %), espatulenol (6,9 %), biciclogermacreno (4,9 %), B-pineno (3,7 %) e 5- isopropenil-1-
metil-1-ciclohexeno (3,41 %), além de outros 21 componentes, representando 87,88% do dleo
(Pereira 2014). Para C. rugosus também observamos, entre 0s compostos majoritdrios,
predominio de B-cariofileno (22,84 % e 12,51 %), presenca de germacreno D (19,97 % e 16,11
%) e espatulenol (8,30 % e 12,16 %) nos 6leos das folhas e flores e no 6leo de suas folhas,
respectivamente. O 6xido de cariofileno (6,49 %) também foi um composto majoritario no 6leo

das folhas de C. rugosus e no 6leo das folhas e flores sua presenca correspondeu a 4,72 %.

O composto majoritirio dos 6leos de flores (CC Flor) e folhas (CC Folha) de C.
carpinifolia foi o mesmo, a-tujona, com pequena variacao nos teores, sendo CC Flor 46,05 %
e CC Folha 43,13 %. Os componentes espatulenol e sabineno também foram identificados em
ambos os 6leos, com maiores concentragdes em CC Folha. Isocariofileno, a-Copaene, 6xido de
cariofileno e B-tujone foram comuns aos 6leos de C. carpinifolia, porém em concentragdes
distintas. Os compostos B-pineno e lavandulol foram exclusivos do 6leo CC Folha e os
compostos mirceno, terpinoleno, Cis-verbenol, E-B-farneseno, germacreno B e cadineno o
foram encontrados apenas do 6leo CC Flor. Os resultados sao condizentes com o descrito para
outra espécie de Hyptis também cultivada em Minas Gerais (Lavras -MG). No 6leo essencial
de Hyptis marrubioides foram identificados o-tujona, PB-tujona, linalol, a-copaeno, o-
cariofileno, germacreno D, cariofilenol, cedrol e cadaleno, correspondendo a aproximadamente

75% do total do 6leo em uma mistura complexa (Botrel et al. 2010).

Segundo Sa et al. (2016) Hyptis carpinifolia apresentou variabilidade quimica sazonal
dos 6leos essenciais extraidos das folhas durante 12 meses. Os componentes majoritdrios foram
1,8-cineol (39,6-61,8 %), trans-cadina-1 (6), 4-dieno (2,8-17,5 %), B-cariofileno (4,4-10,0 %),
prenopsan-8 -ol (4,2-9,6 %) e B-pineno (2,9-5,3 %) (S4 et al. 2016). Indicando que a época de
colheita tem tanta influéncia na composi¢do dos Oleos essenciais, quanto a localizacdo

geografica, disponibilidade de 4gua, temperatura e luminosidade.

Em um outro estudo, avaliando a composicdo do 6leo essencial das folhas de C.
carpinifolia foram encontradas altas concentra¢des dos monoterpenos a-tujona (38,14 %) e B-

tujona (22,43 %), além de B-cariofileno (7,28 %), cis-pinocanfeno (5,55 %), sabineno (5 %) e
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germacreno-D (4,35 %). Constituintes relacionados a sua atividade antibacteriana, onde a
concentragio minima bactericida foi 6,25 uL mL™' em Escherichia coli ¢ 0,39 uL mL™' em
Staphylococcus aureus (Camargo et al. 2019). Teixeira e colaboradores (2023) também
identificaram a-tujona (32,15 %) e B-tujona (22,22 %) no 6leo essencial de C. carpinifolia. Os
estudos de Camargo et al (2019) e Teixeira et al (2023) corroboram nossos achados para a
presenca de o-tujona como composto majoritdrio no 6leo essencial de C. carpinifolia e os
estudos de S4 et al. (2016) indicam para a presenga de quimiotipos produtores de eucaliptol
dentro da espécie, uma vez que Hyptis carpinifolia ¢ um sindbnimo botinico de Cantinoa
carpinifolia. De fato, também identificamos a presenca de eucaliptol no 6leo de C. carpinifolia,

porém as concentragdes foram inferiores, com 0,78 % nas flores e 1,07 % nas folhas.

Representantes de Hyptis também foram encontradas no semidrido nordestino. A andlise
do 6leo essencial de Hyptis suaveolens identificou 25 componentes (94,31 %) incluindo
eucaliptol (35,8 %), exo-fenchol (6,4 %), y- cadineno (6,3 %), 3-careno (5,9 %),
biciclogermacreno (5,5 %) e B-pineno (4,9 %). Na espécie Hyptis martiusii apenas 5
componentes foram identificados, representando 85,45 % do 6leo: a-cadinol (36,0 %), seguido

por 2,6-octadieno-1,8- diol, 2,6-dimetil- (12,0 %) e B-eudesmol (12,3 %) (Pereira 2014).

Comparando o 6leo das folhas de C. carpinifolia com suas flores foi observada a
sobreposi¢do de aproximadamente 26 componentes, com variacdo em seus teores. As
concentragdes de a-Tujona (43,13 %, 46,049 %) foram as mais representativas nas folhas e nas
flores, respectivamente. Resultados experimentais mostram que a manifestacio fenotipica e a
quantidade de tujonas nos 6leos essenciais dependem, além das condi¢cdes ambientais externas,

do 6rgdo da planta e de sua fase de desenvolvimento (Németh and Nguyen 2020).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na protecido das
plantas como antibacterianos, antivirais, atracdo de polinizadores, antifingicos, inseticidas e
também evitando a acdo de herbivoros (Bakkali er al. 2008). Foi demostrado que ambas as
formas diastereoisoméricas da cetona monoterpénica tujona, a-tujona e -tujona atuam como
inseticida ao inibir a atividade da carboxilesterase nas formigas operdrias (Solenopsis invicta)
(Xie et al. 2019). Também foram demostrados seus efeitos anticancer na linha celular de
melanoma maligno (A37) através da fragmentacio de DNA, colapso do potencial
transmembrana mitocondrial, aumento na geracdo de EROs e liberagdo de ativagdo de
citocromo c e caspase-3, eventos intimamente relacionados com a indugdo de apoptose (Biswas

etal 2011).
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Curiosamente nossos resultados mostraram que o ICog do 6leo de folhas e flores de C.
rugosus (CR), que apresentaram o melhor IS = 4,72, ndo apresentaram diferencas significativas
com o controle no ensaio de morte celular das células HEPG-2, porém o 6leo das folhas de C.
rugosus (CRF) aumentaram em 4,17 vezes o nimero de células apoptéticas, comparado ao
controle. O mesmo foi observado no ensaio que avaliou as propor¢des do ciclo celular, apenas
o Oleo das folhas de CR alterou significativamente o ciclo, com aumento expressivo na

fragmentacdo do DNA.

Na avaliacdo da morfologia das células HEPG-2, os 2 6leos de CR na concentragdo do
ICso tiveram efeitos similares modificando o formato, aumentando o nimero de projecdes da
membrana e induzindo a morte celular com aumento da sua vacuolizagdo. J4 nas células SW480
tratadas com o ICso do 6leo das flores de CC, rico em a-tujona, ndo foram observadas mudancgas

morfologicas nas células nem alteragdes no ciclo celular, comparados aos controles.

O mecanismo de agdo de a e B-tujona também foi investigado em células de cancer de
ovério humano (ES2) e (OV90). Foram observadas inibi¢c@o na proliferagcdo, inducao de morte
celular através de vias apoptéticas intrinsecas dependentes de caspase e estresse do reticulo
endoplasmatico associado a perda das fun¢des mitocondriais e a alteracao do padrao metabdlico
das células (Lee et al. 2020). A a e B-tujona também atenuaram a formacao de vasos sanguineos

em peixes-zebra transgénicos, o que implica um potencial antiangiogénico (Lee et al. 2020).

Outra espécie da familia Lamiaceae que mostrou efeito citotoxico contra células de
melanoma de camundongo (B16F10), além de células de carcinoma de ovario humano (A2780)
e células de carcinoma de célon humano (HCT) por ensaio MTT, foi Stachys parviflora
(Shakeri et al. 2019). Ja Prunella vulgaris, também da familia Lamiaceae, foi reportada como
tendo atividade anticancer contra células do cancer de mama (MCF-7) in vitro e in vivo através
da indugdo de apoptose, parada do ciclo celular, inibicdo da angiogénese e modulacdo da

sinalizagdo PI3K/AKT (Gao et al. 2019).

O o¢leo essencial das folhas de Cantinoa althaeifolia exibiu citotoxicidade contra
melanoma murino (B16F10) e células de carcinoma de mama humano (MCF-7) com valores
de ICs0 de 99,39 ng mL" e 31,40 pg mL"!. A toxicidade exibida em fibroblastos murinos (3T3)
e células ndo tumorais (McCoy) foi menor de forma que o indice de seletividade (IS) do 6leo
foi de 2.66 para MCF-7 e 0.8 para BI6F10 (Urban et al. 2021). Os componentes y-himachalene
(11,62 %), espatulenol (10,08 %), 6xido de cariofileno (9,93 %), (E)-cariofileno (9,21 %) e

pogostol (6,31 %), foram descritos como majoritarios e associados a mudangas morfolégicas
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como condensagdo da cromatina, arredondamento das células e formacao de bolhas (Urban et
al. 2021). Tais mudancas foram condizentes com nossos achados que identificaram
modificagdes no formato, associados a perda da comunicagdo entre células e com o substrato,
aumento no nimero de proje¢des do tipo “blebs” e sinais de morte celular com aumento da
presenca de corpos apoptéticos em forma de vacuiolos, nas células HEPG-2, tratadas com os

Oleos de CR.

A baixa seletividade em melanoma observada por Urban e colaboradores (2021)
também foi observada por nds, para 0 melanoma e também para o cancer de mama, ambos
murinos, com o0s 6leos de C. carpinifolia. As melhores seletividades foram encontradas para o
cancer colorretal com os 6leos das flores (2,71) e folhas (1,28) de C. carpinifolia. Ja o 6leo de
folhas e flores de C. rugosus apresentou seletividades maiores que 1 (1,11) para o cancer de
mama murino e para o cancer colorretal (1,89) e maior que 3 para o cancer de figado humano
(4,72). O ¢6leo extraido apenas das folhas de CR apresentou seletividades iguais a 1,45 para a

linhagem colorretal e 1,60 para os hepatdcitos do figado.

A diferenca nos efeitos dos 6leos de CR pode ser reflexo das diferengas nas composi¢oes
quimicas de ambos. Apesar da sobreposicdo de 24 compostos, os seus percentuais foram
diferentes como exemplo do B-cariofileno que representava 22,84 % nas folhas e flores e apenas
12,51 % nas folhas. Outros compostos foram exclusivos, como B-Copaeno, o — Amorfeno, o —
Muroleno, Viridiflorol e tau-Murolol que sé foram identificados nas folhas e 1,10-di-epi-

Cubenol que s6 foi identificado no 6leo contendo folhas e flores.

A espécie C. rugosus se mostrou rica em sesquiterpenos (C15), enquanto C. carpinifolia
foi rica em monoterpenos (C10). O 6leo de Piper boehmeriifolium (Piperaceae), também rico
em sesquiterpenos, como B-cariofileno, 6xido de cariofileno, espatulenol e germacreno D,
mostrou atividade antioxidante, antibacteriana e atividade citotéxica em células de carcinoma
hepatocelular humano (HEPG-2) e células de cancer de mama humano (MCF-7) (Wang et al.
2020). Contendo 78,7 % de sesquiterpenos em sua composi¢do, principalmente -cariofileno,
oxido de cariofileno, a-humuleno e 6xido de humuleno, o 6leo essencial das folhas de
Didymocarpus tomentosa (Gesneriaceae) exibiu citotoxicidade contra célula tumoral HeLLa com

ICso de 11,4 ug mL™! (Gowda et al. 2012).

Ambas as espécies de Lamiaceae aqui estudadas apresentaram compostos majoritarios
pertencentes ao grupo dos terpenos. Classe de metabolitos mais numerosa e estruturalmente

diversa do reino vegetal, com mais de 35.000 diferentes terpenos caracterizados (Twaij e Hasan,
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2022). Embora classificados como metabdlitos secunddrios, eles desempenham também
funcbes no metabolismo primdrio atuando desde o crescimento vegetal (giberelina,
brassinosteroide e 4cido abscisico) até em derivados de pigmentos fotossintéticos como
clorofilas e carotendides. Podem estar envolvidos em respostas a estimulos bidticos, como
ataques de patégenos e herbivoros (Barros et al. 2023). E estimulos abidticos como protecao
contra raios ultravioleta-B (Takshak e Agrawal, 2019). Diferentes terpenos ja tiveram
atividades anticancer descritas, como o dcido betulinico (Zuco et al, 2002), a criptotanshinona

(Chen et al. 2013) e o terpinoleno (Aydin et al. 2013).

O sesquiterpeno B-cariofileno, composto majoritario de C. rugosus, foi responsavel por
aumentar a atividade anticAncer de a-humuleno e isocariofileno em células MCF-7. O a-
humuleno e isocariofileno (32 ug mL™) inibiram o crescimento celular em 50 % e 69 %,
respectivamente, em comparacio com 75 % e 90 % quando combinado com 10 pg mL™! de B-
cariofileno (Legault and Pichette 2007). Também foi demostrado que o - cariofileno contribuiu
para aumentar em aproximadamente 10 vezes a atividade citotoxica do paclitaxel em células de
adenocarcinoma colorretal (DLD-1), quando em uso combinado. Provavelmente em func¢do do
aumento da permeabilidade da membrana devido ao acumulo de B-cariofileno na bicamada

lipidica, alterando sua permeabilidade ao medicamento (Legault and Pichette, 2007).

Interessante destacar a aparente predominancia do alcool sesquiterpeno espatulenol em
espécies de Lamiaceae, sendo o tnico componente encontrado em comum entre C. rugosus €
C. carpinifolia. O espatulenol apresenta uma diversidade de atividades bioldgicas. Fragoes
hexénicas de folhas de Ocotea notata (Lauraceae) ricas em espatulenol exibiram atividade
antimicobacteriana contra as cepas de Mycobacterium bovis € M. tuberculosis através da
inibicdo da producdo de o6xido nitrico e do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), em
macréfagos (RAW 264) (Costa et al. 2021). O espatulenol também foi relacionado a atividade
antimelanoma dos extratos de Ephedranthus pisocarpus (Annonaceae) contra células B16F10
(ICso = 46,8 pg mL!) e SK-MEL-28 (ICso = 40,1 ug mL™"), atuando através de um mecanismo
dependente de apoptose (Santos et al. 2020). A apoptose € um fendmeno comum entre

organismos multicelulares e representa o processo de morte celular programada (Ma et al.

2019).

Considerando que, na literatura os indices de seletividade sdo considerados interessantes
a partir de IS = 2 (Suffness e Pezzuto, 1990), o 6leo essencial das flores de C. carpinifolia
atingiram esse pré-requisito com seletividade de 2,71 contra o cancer colorretal e o 6leo de

folhas e flores de C. rugosus contra o cancer de figado com seletividade de 4,72. Da mesma
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forma, os valores de ICso encontrados foram maiores do que o recomendado por Suffness e
Pezzuto, ICso < 30 ug ml! (1990), com excessdo do 6leo de folhas e flores de C. rugosus para

o cancer de figado que teve ICso de 28,08 ug mL!.

Nossos achados demonstraram que os 6leos essenciais de C. rugosus e C. carpinifolia
ndo sdo promissores para o desenvolvimento de farmacos contra o melanoma e cancer de mama
em funcdo da baixa seletividade, porém o dleo das flores de C. carpinifolia se mostrou ativo e
com seletividade elevada contra o cancer colorretal e o 6leo de folhas e flores de C. rugosus se
mostrou ativo e seletivo contra o cancer de figado, inclusive seguindo os parametros de Suffness
e Pezzuto de 1990. Considerando que a composi¢do quimica do 6leo essencial de C. rugosus
foi descrita pela primeira vez e carecem estudos avaliando o potencial biolégico de ambas as
espécies, seria pertinente também avaliar as atividades antifungica, herbicida e inseticida para

melhor compressdo das potencialidades das espécies.

5 CONCLUSAO

Os dleos essenciais da espécie C. rugosus se mostraram ricos em sesquiterpenos, como
0 B-cariofileno e o Germacreno D, enquanto os 6leos de C. carpinifolia apresentaram elevadas
concentracdes de monoterpenos como o-tujona. Embora tenha sido observada reducdo na
viabilidade das células de melanoma murino e cancer de mama murino, principalmente com os
Oleos obtidos de C. rugosus, a viabilidade das células normais foi duramente afetada nas
mesmas concentracdes, indicando a necessidade de mais estudos visando aprimorar essa
seletividade. Para o cancer colorretal humano, o 6leo das flores de C. carpinifolia se mostrou
uma fonte promissora de compostos citotoxicos com menores efeitos nas células normais.
Assim como, o tratamento com o 6leo das folhas e flores de CR no céancer de figado humano.
O mecanismo de acdo foi melhor definido para o 6leo das folhas de CR com indugdo da
apoptose e fragmentacdo do DNA, sendo necessarios mais testes para confirmar 0 mecanismo
de diminui¢do da viabilidade celular induzido pelo 6leo das folhas e flores de CR e das flores
de CC. Com base apenas na morfologia das células é possivel identificar a morte celular
acontecendo nesses tratamentos, porém a via de sinalizagdo que culminou nesses eventos

continua nao identificada.
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CONCLUSAO GERAL

Os extratos das sementes de P. edulis e P. setacea se mostraram ricos nos dcidos graxos
linoléico, oleico e palmitico e exibiram seletividades satisfatdrias para 0 melanoma murino (IS
de SPS =2,64) e para o cancer colorretal humano nos quais as seletividas chegaram a 8,03 para
o extrato SPS e 10,91 para o extrato SPE. O 4cido palmitico exibiu seletividade de 2,19 para o
cancer de mama murino. Os dleos essenciais da espécie C. rugosus se mostraram ricos em
sesquiterpenos, como o B-cariofileno e o Germacreno D, enquanto os 6leos de C. carpinifolia
apresentaram elevadas concentracdes de monoterpenos como a-tujona. O tratamento com o
6leo essencial de flores e folhas de C. rugosus obteve seletividade de 4,72 para a linhagem de
cancer de figado humano e o 6leo de flores de C. carpinifolia exibiu seletividade de 2,71 para
o cancer colorretal humano. O mecanismo de acdo dos tratamentos parece envolver a ativagao
da morte celular por apoptose com a vacuolizagdo das células e fragmentacdo do DNA, porém
a via de sinalizacdo que culminou nesses eventos continua ndo identificada. Esses achados
indicam que os extratos de sementes de P. edulis e P. setacea e 0s 0leos essenciais de C. rugosus
e C. carpinifolia possuem atividade antitumoral com seletividades promissoras e podem ser
considerados no desenvolvimento de quimioterdpicos de origem natural, uma vez que as
concentragdes responsaveis pela morte de 50 por cento das células cancerosas € menor do que

a concentracao que causa a morte da mesma taxa de células normais.
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APENDICE A

Tabela 1 — Coqcentragﬁo inibit(’)rig de 10% (ICi0ye 90% (ICo0) (ug mL') das células e indice de seletividade (IS) dos extratos SPE e SPS e dos
acidos oleico (A.O.) e palmitico (A.P.)

Tratamentos MELAN-A B16F10 4T1 VERO SW480 IS (MELAN-A/ IS (MELAN-A/ IS
B16F10) 4T1) (VERO/SW480)

SPE ICio 321,68 18,56 3606 13,39 31,32 17,33 0,09 0,42
Log ICio 2,50 1,26 3,55 1,12 1,49
ICq0 545,21 12511 - 388241 1393 0,04 - 278,70
Log ICyo 2,73 4,09 - 5,58 3,14

SPS ICio 157,69 12,84 - 12,94 86,35 12,28 - 0,14
Log ICio 2,19 1,10 - 1,11 1,93
ICq0 1276,98  2245,53 - 569846 1323 0,56 - 430
Log ICyo 3,10 3,35 - 5,75 3,12

A.0O. ICio 18,31 36,57 68,12 112,68 229,70 0,50 0,26 0,49
Log ICio 1,26 1,56 1,83 2,05 2,36
ICq0 1378,13 10984 181,43 141,95 283,68 0,12 7,59 0,50
Log ICyo 3,13 4,04 2,25 2,15 2,45

AP ICio 5,08 486,54 0,69 2,89 30,76 0,01 7,36 0,09
Log IC1o 0,70 2,68 -0,15 0,46 1,48
ICq0 244,19 623,56 369,69 317,55 209,83 0,39 0,66 1,51
Log ICqo 2,38 2,79 2,56 2,50 2,32

SPE: Extrato da semente de Passiflora edulis; SPS: Extrato da semente de Passiflora setdcea; A.0.: Acido oleico; A.P.: Acido palmitico; MELAN-A: célula normal murina;
B16F10: célula de melanoma murina; 4T1: célula de cAncer de mama murino; VERO: célula normal primata; SW480: célula cancer colorretal human; -: valor ndo calculado
pelo Prism. Fonte: Autoria prépria (2023).
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Tabela 2 — Concentracio inibitéria de 10% (IC10)e de 90% (ICo0) (ug mL') das células murinas

e indice de seletividade (IS) dos 6leos essenciais de Lamiaceae do Cerrado

Oleos essenciais MELAN- B16F10 4T1 IS (MELAN-A/ IS (MELAN-A/

A BI6F10) AT1)

ICro 1426 4342 33,11 0.32 0.43
CR Folhas e LogICyy 1,15 1,63 1,52

flores 1Coo 17447 13624 60.80 128 2.86
LogICw 2,24 2.13 178

ICio 4,69 8,78 87.78 0.53 0.05
LogICio 0,67 0.94 1.94

CCFlores 62243 445025 483,70 0.13 1.28
LogICs 2,79 3,64 2,68

ICio 13.75 1414 7432 0.97 0.18
LogICio 1,13 115 1.87

CCFolhas " 533.99 268778 427.43 0.19 124
LogICsy 2,72 3.42 2,63

CR: Cyanocephalus rugosus; CC: Cantinoa carpinifolia; melan-a: célula normal murina; B16F10: célula de
melanoma murina; 4T1: célula de cancer de mama murino. Autoria prépria (2023).

Tabela 3 — Concentracao inibitdria de 10% (IC1oye de 90% (ICo0) (ug mL") das células humanas

e indice de seletividade (IS) dos 6leos essenciais de Lamiaceae do Cerrado

Oleos VERO SW480 HEPG-2 IS (VERO/ IS (VERO/
essenciais SW480) HEPG-2)
CR ICyo 58,16 29,81 11,30 1,95 5,14

Folhas e LogICiy 1,76 1,47 1,05
flores 1Coo 302,92 165,04 69,63 1,83 4,35
LogICy 2,48 2,21 1,84
1Cio 34,78 16,20 14,54 2,14 2,39
CR LogICi 1,54 1,20 1,16
Folhas 1Co0 108,28 110,23 100,73 0,98 1,07
LogICy 2,03 2,04 2,00
ICio 76,06 43,97 49,19 1,72 1,54
CC LogICiy 1,88 1,64 1,69
Flores ICy 674,22 147,50 248,95 4,57 2,70
LOg IC9() 2,82 2,]6 2,39
ICio 62,86 28,54 68,49 2,20 0,91
CC LogICiy 1,79 1,45 1,83
Folhas ICy 366,11 483,56 315,01 0,75 1,16
LogICy 2,56 2,68 2,49

CR: Cyanocephalus rugosus; CC: Cantinoa carpinifolia; VERO: Epitélio de rim normal de macaco verde africano

SW480: Cancer colorretal humano; HEPG-2: Cancer de figado humano. Autoria prépria (2023).
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