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RESUMO

RANIERI, T. Avaliacdo dos efeitos antineoplasicos do 6leo da Copaifera
reticulata Ducke em células cancerosas de pulmao. [Evaluation of antineoplastic
effects of Copaifera reticulata Ducke oil in lung cancer cells]. 2015. 65 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Nos ultimos anos as evidéncias de novos casos de cancer tém alarmado o mundo.
O objetivo desse trabalho foi avaliar possiveis propriedades antineoplasicas
atribuidas ao 6leo de Copaifera reticulata Ducke pela etnofarmacologia. Ocorreu
pela andlise da citotoxicidade deste em cultivos de células normais e cancerosas de
pulmao, murinas E10 e E9 e humanas das linhagens NCI-H460 e NCI-H2023. Os
cultivos apdés serem incubados a 37°C foram expostos a oito diferentes
concentragdes do oleo diluido em meio de cultivo permanecendo em estufa por 48 h
na mesma temperatura. Decorrido esse tempo, adicionou-se o reagente MTT para
leitura espectrofotométrica. Com a avaliagdo dos resultados dessa leitura, observou-
se um grande potencial antitumoral do referido 6leo, determinando-se sua IC50 para
todas as células estudadas. Através da observagdo e captacdo de imagens
microscopicas foi possivel observar alteragbes morfologicas nas células nas
diferentes concentragdes do tratamento, havendo diferenca entre a quantidade de
células viaveis normais e neoplasicas. Concluiu-se que o oleo de Copaifera
reticulata Ducke demonstrou efeito antineoplasico em duas linhagens de células
neoplasicas do pulm&o humano, bem como na linhagem murina E9, sendo que
estudos efetuados para a caracterizag@o de apoptose por fluorescéncia e alteragdes
no ciclo celular nas células humanas reiteraram seu potencial como um agente

contra o cancer.

Palavras-chave: Antitumoral. Fitoterdpico. Plantas medicinais. Quimioterapia.

Diterpenos.



ABSTRACT

RANIERI, T. Evaluation of antineoplastic effects of Copaifera reticulata Ducke
oil in lung cancer cells. [Avaliagdo dos efeitos antineoplasicos do dleo da Copaifera
reticulata Ducke em células cancerosas de pulmdo]. 2015. 65 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

In recent years evidences of new cancer cases in the world have been alarmed. The
aim of this study was to evaluate the antineoplastic properties attributed to the
Cofaifera reticulata Ducke oil by ethnopharmacology. These analysis of cytotoxicity
occurred through this normal murine cells E10 and lung cancer murine cells E9 and
human lung cancer cell lines NCI-H460 and NCI-H2023. The cultures after being
incubated at 37°C were exposed with eight different oil concentrations diluted in
warmed culture medium, remaining in incubator for 48 hours at the same
temperature. After this time, added MTT reagent for spectrophotometric reading. With
this reading analysis results it was observed a great potential antitumor of this oil
determining their IC50 for all cells studied. Through the microscopic images were
possible to observe morphological changes in cells in different concentration of the
oil exposure, differentiating normal cells from neoplastic cells. It was concluded that
the Cofaifera reticulata Ducke oil has the antineoplastic effect in two human lung
cancer cell lines of as well as in murine cells E9, but the effect was not observed in
E10 under the same conditions. Studies made in order to apoptosis characterization
by fluorescence and cell cycle changes in human cells, confirming its potential as

agent against cancer.

Keywords: Antineoplastic agents. Phytotherapy. Herbal therapy. Chemotherapy.

Diterpenos.
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1. INTRODUGCAO

O crescente numero de casos de cancer nos ultimos anos € evidente. As
informagbes sobre a patologia tém alarmado as pessoas do mundo todo e
despertado o interesse dos cientistas para encontrar formas para entender a sua
biologia. Ainda sao necessarios muitos estudos na intengédo de conter essa doenga
gue segundo o Instituto Nacional do Cancer José de Alencar - INCA (2014) é a
segunda maior causa de mortes no mundo. Os canceres sao doengas causadas
pelo acumulo de alteragdes genéticas (MITCHELL, 2006; KUMAR ET. AL, 2008) e
epigenéticas, onde seu desenvolvimento compreende alteragées em pelo menos
oito pontos-chave (hallmarks) moleculares (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A descoberta de que o consumo de determinadas espécies de plantas
medicinais poderia trazer beneficios para a saude tem influenciado a vida das
pessoas no mundo contemporaneo. Somente a partir do século XX algumas dessas
espécies tornaram-se parte da farmacopéia mundial, sendo alvos de investigacoes
(ELWIN LEWIS, 2001).

O uso de produtos naturais € uma alternativa na terapia de humanos e
animais, incluindo doencas como o cancer (CRAGG; NEWMAN, 2005; BULLITTA;
PILUZZA; VIEGI, 2007). Algumas medidas simples como o consumo de frutas,
hortalicas e gréos inteiros poderiam ajudar na prevencao dessa doenga como
explicaram Padilha e Pinheiro (2004), surgiu entao a hipotese da existéncia de
metabolitos secundarios das plantas, biologicamente ativos, que pudessem ser
responsaveis por essa acao (SURH, 2003; PADILHA; PINHEIRO, 2004).
Intensificou-se a busca por alternativas naturais como a descoberta de fitoquimicos
capazes de promover acao antineoplasica para quimioprevenc¢ao e o controle da
carcinogénese (SPORN,; SUH, 2002; SURH, 2003; SPINOLA; MANZZO; ROCHA,
2007).

Na biodiversidade brasileira sdo inuUmeras as plantas com indicacoes
etnofarmacologicas como relataram Barreiro e Bolzani (2009) e Packer e Luz,
(2007), inclusive para o controle do cancer e muitas dessas plantas encontram-se
em estudo atualmente (CRAGG; NEWMAN, 2005; FUKUMASU et al., 2006, 2008).
Uma delas é a Copaifera reticulata Ducke (Leguminoseae), uma arvore frondosa, de

aproximadamente 40 metros de altura, que e facilmente encontrada na floresta
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Amazdnica e tambem cresce nas regides centro oeste e nordeste do pais, sendo
encontrada apenas no Brasil (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; OLIVEIRA; LAMEIRA;
ZOGHBI, 2008).

A Copaifera reticulata Ducke assim como todas as outras arvores do género
Copaifera, descritas por pesquisadores como Veiga Junior e Pinto (2002), Oliveira et
al. (2006), Veiga Junior, Rosas, Carvalho, Henriques, e Pinto (2007), Sachetti et al
(2009) e Alfonso-Goldfarb, Ferraz, e Beltran (2010), produzem um exudato que varia
de amarelo claro a marrom, chamado de Oleo de Copaiba (OC) e é popularmente
conhecido como antibidtico, antiinflamatério, antifungico e larvicida (ALFONSO-
GOLDFARB, FERRAZ E BELTRAN, 2010; OLIVEIRA, LAMEIRA E ZOGHBI, 2006;
SACHETTI et al., 2009; VEIGA JUNIOR E PINTO, 2002; VEIGA JUNIOR, E C, ET
AL., 2007). Esse Oleo possui composi¢gao quimica variada, guando se comparam as
espécies, mas todas possuem o acido copalico, o qual as caracteriza. E composto
por diterpenos encontrados na fracao resina, e por sesquiterpenos presentes na
fracdo volatil, que sdo especificos e estdo presentes em quantidades distintas
guando se comparam as espécies (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; VEIGA JUNIOR
et al., 2007).

Veiga Jr. et al (2007) encontraram na Copaifera reticulata Ducke o acido
caurenoico em maior quantidade que nas outras Copaiferas ja estudadas. Acredita-
se que os diterpenos cauranos presentes nessa espécie sejam componentes
biologicamente ativos de interesse no estudo desse oleo (SACHETTI et al., 2009).

Experimentos relacionados a toxicidade oral aguda e efeitos neurotoxicos
realizados por Sachetti et al (2009), demonstraram que nao houve mortalidade ou
morbidade de ratas nuliparas Wistar com a administragcado de doses repetidas por
gavagem até 2000mg/kg, nem a ocorréncia de toxicidade neurologica, hepatica ou
renal ao fim do experimento. Desta forma, a toxicidade oral letal do o6leo de
Copaifera reticulata Ducke (TOLOC) aguda € maior que 2000mg/kg, havendo uma

relativa margem de seguranga para utilizar o 6leo como agente terapéutico.
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JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

A complexidade das doengas oncologicas favorece a busca por outras
terapias e alternativas na tentativa de controla-las, entre elas as terapias naturais
com a utilizacao de plantas medicinais (PEDREIRA, 2007).

Existem 72 espécies do género Copaifera no mundo, sendo que 16 delas
sdo encontradas exclusivamente no Brasil, o pais que abriga mais espécies (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002). Para Veiga et al (2002) o oleo que essas arvores produzem
funciona como defesa da planta contra animais, parasitas, fungos e bactérias. Pode
ser fracionado em porcao volatil e por¢ao resina e seus principais componentes sao
respectivamente sesquiterpenos e diterpenos, substancias de grande interesse
cientifico para acao antitumoral, pois experimentalmente foram os principais agentes
biologicamente ativos dessa planta (OHSAKI A, YAN LT, SHIGERU |, ATSUGI H,
1994; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; LIMA et al., 2003; LEANDRO et al., 2012;
EDERLY SANTOS SILVA, CHARLES ROLAND CLEMENT; VANDERSON
BANDEIRA DA SILVA, 2014).

O balsamo foi capaz de promover agao antitumoral in vitro e in vivo como
explicaram Pedreira (2007), Chicaro (2009), Sachetti et al (2009) e Almeida et al
(2012) em seus estudos, mas a acao antiinflamatoéria atribuida a porgao volatil é a
mais amplamente difundida (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; PEDREIRA, 2007;
SACHETTI et al., 2011, ALMEIDA et al., 2012). O estudo de substancias
antiinflamatorias como o 6leo, pode ser um importante caminho para desenvolver e
aperfeicoar novos agentes quimioterapicos contra o cancer como explicaram os
autores Sachetti et al (2009).

O o¢leo possui indicagdes alternativas que poderiam interferir de forma
positiva, amenizando alguns sinais da sindrome paraneoplasica, como a agao de
regeneracao tecidual (PEDREIRA, 2007, LEANDRO et al, 2012), cicatrizagao
(MESQUITA, 2009; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; LEANDRO et al., 2012) a acéo
antifungica (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; LEANDRO et al, 2012), a
antiedematogénica (PEDREIRA, 2007; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009), atuando
principalmente na diminuicdo da permeabilidade vascular e liberacdo da histamina
(BASILE AC, SERTIE JA, FREITAS PC, 1998).
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O d6leo de Copaiba apresentou potente a¢do na inibicdo da proliferacao
celular e na inducdo de apoptose em experimento de Chicaro (2009). Outro
experimento utilizou diferentes dleos de Copaiba e suas fragcbes como agentes
antitumorais in vitro e in vivo e foi realizado por Pedreira (2007), sendo que o éleo
natural e o 6leo reconstituido apresentaram-se mais eficientes que suas fracdes
isoladas (volatil e resina) para os parametros de morte celular avaliados, utilizando
células neoplasicas e tumores bucais induzidos DMBA em hamsters.

A nossa proposta foi utilizar o oleo in natura, pois além de melhores
resultados encontrados pelos autores Lima et al (2003) e Pedreira (2007), € a forma
como ele € usado pela populacado das varias regides do Brasil, especialmente a
regido amazdnica (PEDREIRA, 2007)

O ¢6leo da Copaifera reticulata Ducke (OCR) por sua vez, foi escolhido para
esse estudo, por ser uma espécie endémica brasileira, como descrito por Veiga et al
(2002) e por ser a espécie que apresentou a maior producédo de 6leo (com a
qualidade preservada) em estudo realizado por Oliveira et al (2006) tornando-se
assim um alvo potencial de grande interesse comercial (ALFONSO-GOLDFARB;
FERRAZ; BELTRAN, 2010). O dleo pode ser extraido de maneira sustentavel, sem
nenhum prejuizo para a planta ou ambiente, e isso pode ser feito por muitos anos
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009). Pode ser utilizado
assim gue deixa a arvore, nao necessitando de equipamentos ou processos fisico-
quimicos para sua obtencdo sendo acessivel também a populagdo de baixa renda,
mas ainda € um subproduto do desmatamento ilegal (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002;
OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009).

Sabe-se que, para ser um agente quimioterapico em potencial o farmaco
nao pode ser toxico, deve ser altamente eficaz, preferencialmente administrado por
via oral, ter mecanismo de acdo conhecido e baixo custo, sendo que nado ha no
mercado, até o momento, nenhum agente quimico que apresente todas as
caracteristicas (SPINOSA, H.; GORNIAK, S.L.: BERNARDI 20086).

Em estudos publicados nas ultimas décadas muito se elucidou sobre as
acoes atribuidas ao 6leo de Copaiba, mas pouco se sabe sobre a sua potente acao
antineoplasica ja identificada em algumas espécies (OHSAKI A, YAN LT, SHIGERU
I, ATSUGI H, 1994; LIMA et al., 2003; PEDREIRA, 2007; EDERLY SANTOS SILVA,
CHARLES ROLAND CLEMENT; VANDERSON BANDEIRA DA SILVA, 2014).
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Com a resposta da citotoxicidade do OCR para as amostras de células
normais e neoplasicas, e possivelmente a forma como as mortes ocorrem nas
células, ficaremos mais perto de encontrar o modo de agdo desse composto vegetal
tornando-o assim um possivel agente quimioterapico em potencial.

O estudo farmacoloégico pré-clinico de plantas medicinais visa comprovar sua
eficacia e citotoxicidade pensando em beneficios para o uso humano (CAVALCANTI
et al., 2006; EDERLY SANTOS SILVA, CHARLES ROLAND CLEMENT,
VANDERSON BANDEIRA DA SILVA, 2014) podendo minimizar a eutanasia de

animais experimentais.
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REVISAO DE LITERATURA
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3. REVISAO

3.1.BREVE HISTORICO

As pesquisas que tém surgido nos ultimos anos indicam que alguns
farmacos podem interferir no desenvolvimento tumoral podendo aumentar e muito o
tempo de sobrevida dos pacientes que desenvolvem neoplasias malignas (MORAES
et al., 1997; DI STASI et al., 2002; SPORN; SUH, 2002). Os farmacos podem ainda
ter acdo sobre a viabilidade dessas células e no combate imunolégico dessas
patologias experimentalmente (BASILE AC, SERTIE JA, FREITAS PC, 1998;
PEDREIRA, 2007).

No contexto desses estudos, cresce o uso de plantas usadas
experimentalmente, levando-se em conta que o Brasil & o detentor do maior numero
de espécies endémicas do planeta, pois hospeda até 20% de toda biodiversidade
existente. (BASILE AC, SERTIE JA, FREITAS PC, 1998; PEDREIRA, 2007;
BARREIRO; BOLZANI, 2009). Sendo assim, as pesquisas de descobertas de novos
farmacos ou fitofarmacos, mesmo que apenas os prototipos, podem viabilizar
avancos na pesquisa basica e multidisciplinar podendo ainda contribuir para o
desenvolvimento tecnolégico nacional (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Mesmo com uma das maiores biodiversidades do planeta e detendo o maior
nimero de espécies endémicas como a Copaifera reticulata Ducke, o bioma
brasileiro & pouco explorado como fonte de substancias de interesse farmacologico
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Estudos  farmacolégicos  pré-clinicos  realizados no  laboratorio,
principalmente, podem comprovar beneficios terapeuticos e a toxicidade dos
produtos em células antes de utiliza-los em animais e seres humanos, diminuindo
consideravelmente o nimero de animais no processo (PEDREIRA, 2007; EDERLY
SANTOS SILVA, CHARLES ROLAND CLEMENT; VANDERSON BANDEIRA DA
SILVA, 2014).

A quimioprevengao € uma ferramenta da farmacologia em evidencia nas
ultimas décadas (FUKUMASU et al.,, 2006; PEDREIRA, 2007) que pretende

identificar substancias que possam inibir o desenvolvimento tumoral em estadios
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precoces, ou nao, impedindo o desenvolvimento da neoplasia em seus mais
variados fendtipos e graus de diferenciacao e também as metastases, em pacientes
com doenca ja estabelecida (PEDREIRA, 2007).

A utilizacao de vegetais para fabricacdo de remedios e drogas, remonta das
civilizacdes mais antigas como o codigo de Hamurabi (2.000 a.c.), o Papiro de Ebers
do Egito (1.500 a.c.) e Galeno (131 a.c.) como explicaram Spinosa et al (2006) e as
plantas medicinais sao utilizadas para o tfratamento de inumeras doencas que
afetam a populagdo desde entdo (PEDREIRA, 2007; LIMA NETO; GRAMOSA,
SILVEIRA, 2008).

As pesquisas com as plantas medicinais iniciou-se de forma eficaz apenas
no século XIX, quando um farmacéutico alemdo chamado Friederich Wilhelm
Seturner isolou a morfina do épio (PEDREIRA, 2007). Depois disso, muitos outros
farmacos que compde nosso arsenal terapéutico foram derivados da purificacdo de
vegetais e seus extratos e do isolamento de seus principios ativos (VEIGA JUNIOR,
PINTO, 2002; PEDREIRA, 2007).

A terapia atraves das plantas ou fitoterapia € acessivel a populagao de baixa
renda que sabidamente nao tem o mesmo acesso aos medicamentos
industrializados, sendo um medicamento mais barato e de qualidade comprovada
(VEIGA JUNIOR et al., 2007). Talvez por isso os mesmos autores explicaram que a
busca por novos medicamentos em florestas tropicais € hoje uma esperanga para os
pacientes oncologicos € um caminho aos pesquisadores de todo o mundo.

Um grande desafio & encontrar componentes ativos e conhecer seu
mecanismo de agdo, sendo esses 0s principais objetos de estudo da farmacologia
boténica (BARREIRO; BOLZANI, 2009; MESQUITA, 2009).

Mesmo que o Brasil seja um pais tao rico em biodiversidade e domine
tecnologias para producdo de medicamentos através de plantas medicinais, o
desconhecimento meédico acerca dos principios ativos das plantas, sobre as
indicagbes e contra-indicagtes dos fitofarmacos e ainda a descrenca na eficacia de
acdo desses produtos dificulta o seu uso e sua evolucdo (VEIGA JUNIOR et al.,
2007c; EDERLY SANTOS SILVA, CHARLES ROLAND CLEMENT;, VANDERSON
BANDEIRA DA SILVA, 2014)

A organizagdao mundial da saude (OMS) define plantas medicinais com
sendo todo e qualquer vegetal que possui substancias que podem ser utilizadas com

fins terapéuticos ou fornecerem caminhos para farmacos sintéticos podendo ser
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aplicadas no organismo animal com resultados cientificos comprovados
(WHO/IUCN/WWEF, 1993)

Nos dias atuais, o estudo de plantas medicinais e de produtos naturais, esta
relacionado com temas polémicos como a conservacdo do meio ambiente, a
preservagao dos povos e patriménios indigenas e a biopirataria (PEDREIRA, 2007).
Como relata o mesmo autor, em estudo realizado com drogas derivadas de plantas
utilizadas em larga escala em todo o mundo, verificou-se que 74% delas tinham as
mesmas indica¢des de uso que das plantas as quais derivaram, fato que embasa a
idéia de que pesquisas com novas plantas medicinais sdo um imenso caminho a ser
percorrido, considerando o uso popular e as caracteristicas etnofarmacolégicas.
Pensando nisso, alguns trabalhos indicam que as plantas medicinais podem ser
usadas para o tratamento dos tumores (OHSAKI A, YAN LT, SHIGERU I, ATSUGI H,
1994; LIMA et al.,, 2003; PEDREIRA, 2007; CHICARO, 2009; SENEDESE et al.,
2013). As pesquisas que tém surgido nos Ultimos anos indicam que alguns farmacos
podem interferir no desenvolvimento tumoral podendo aumentar e muito o tempo de
sobrevida dos pacientes que desenvolvem neoplasias malignas (MORAES et al.,
1997; DI STASI et al., 2002; SPORN; SUH, 2002). Os farmacos podem ainda ter
acao sobre a viabilidade dessas células e no combate imunolégico dessas
patologias experimentalmente (BASILE AC, SERTIE JA, FREITAS PC, 1998:
PEDREIRA, 2007).

No contexto desses estudos, cresce o uso de plantas usadas
experimentalmente, levando-se em conta que o Brasil é o detentor do maior numero
de especies endémicas do planeta, pois hospeda até 20% de toda biodiversidade
existente. (BASILE AC, SERTIE JA, FREITAS PC, 1998; PEDREIRA, 2007;
BARREIRO; BOLZANI, 2009). Sendo assim, as pesquisas de descobertas de novos
farmacos ou fitofarmacos, mesmo que apenas os protétipos, podem viabilizar
avangos na pesquisa basica e multidisciplinar podendo ainda contribuir para o
desenvolvimento tecnologico nacional (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Mesmo com uma das maiores biodiversidades do planeta e detendo o maior
numero de especies endémicas como a Copaifera reticulata Ducke, o bioma
brasileiro € pouco explorado como fonte de substancias de interesse farmacolégico
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Estudos farmacolégicos  pré-clinicos realizados no laboratorio,

principalmente, podem comprovar beneficios terapeuticos e a toxicidade dos
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produtos em células antes de utiliza-los em animais e seres humanos, diminuindo
consideravelmente o numero de animais no processo (PEDREIRA, 2007; EDERLY
SANTOS SILVA, CHARLES ROLAND CLEMENT; VANDERSON BANDEIRA DA
SILVA, 2014).

A quimioprevencao € uma ferramenta da farmacologia em evidencia nas
ultimas decadas (FUKUMASU et al., 2006, PEDREIRA, 2007) que pretende
identificar substancias que possam inibir o desenvolvimento tumoral em estadios
precoces, ou nao, impedindo o desenvolvimento da neoplasia em seus mais
variados fenotipos e graus de diferenciacao e também as metastases, em pacientes
com doenga ja estabelecida (PEDREIRA, 2007).

A utilizagao de vegetais para fabricagao de remédios e drogas, remonta das
civilizagbes mais antigas como o cédigo de Hamurabi (2.000 a.c.), o Papiro de Ebers
do Egito (1.500 a.c.) e Galeno (131 a.c.) como explicaram Spinosa et al (2006) e as
plantas medicinais sao utilizadas para o tratamento de inumeras doengas que
afetam a populagdo desde entdo (PEDREIRA, 2007; LIMA NETO; GRAMOSA;
SILVEIRA, 2008).

As pesquisas com plantas medicinais iniciaram-se de forma eficaz apenas
no século XIX, quando um farmacéutico alemdo chamado Friederich Wilhelm
Seturner isolou a morfina do 6pio (PEDREIRA, 2007). Depois disso, muitos outros
farmacos que compde nosso arsenal terapéutico foram derivados da purificagéo de
vegetais e seus extratos e do isolamento de seus principios ativos (VEIGA JUNIOR;
PINTO, 2002; PEDREIRA, 2007).

A terapia atraves das plantas ou fitoterapia e acessivel a populacao de baixa
renda que sabidamente ndo tem o0 mesmo acesso aos medicamentos
industrializados, sendo um medicamento mais barato e de qualidade comprovada
(VEIGA JUNIOR et al., 2007). Talvez por isso, os mesmos autores relatam que a
busca por novos medicamentos em florestas tropicais é hoje uma esperanca para os
pacientes oncologicos € um caminho aos pesquisadores de todo o mundo.

Um grande desafio &€ encontrar componentes ativos e conhecer seu
mecanismo de acdo, sendo esses 0s principais objetos de estudo da farmacologia
botanica (BARREIRO; BOLZANI, 2009; MESQUITA, 2009).

Mesmo que o Brasil seja um pais tdo rico em biodiversidade e domine
tecnologias para produgdo de medicamentos através de plantas medicinais, o

desconhecimento meédico acerca dos principios ativos das plantas, sobre as
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indicagbes e contra-indicagdes dos fitofarmacos e ainda a descrenca na eficacia de
acao desses produtos dificulta o seu uso e sua evolugdo (VEIGA JUNIOR et al.,
2007; EDERLY SANTOS SILVA, CHARLES ROLAND CLEMENT; VANDERSON
BANDEIRA DA SILVA, 2014)

A organizacdo mundial da saude (OMS) define plantas medicinais com
sendo todo e qualquer vegetal que possui substancias que podem ser utilizadas com
fins terapéuticos ou fornecerem caminhos para farmacos sintéticos podendo ser
aplicadas no organismo animal com resultados cientificos comprovados
(WHO/IUCNMWWEF, 1993)

Nos dias atuais, o estudo de plantas medicinais e de produtos naturais, esta
relacionado com temas polémicos como a conservagao do meio ambiente, a
preservagao dos povos e patriménios indigenas e a biopirataria (PEDREIRA, 2007).
Como relata o mesmo autor, em estudo realizado com drogas derivadas de plantas
utilizadas em larga escala em todo o mundo, verificou-se que 74% delas tinham as
mesmas indicacdes de uso que das plantas as quais derivaram, fato que embasa a
idéia de que pesquisas com novas plantas medicinais sao um imenso caminho a ser
percorrido, considerando o uso popular e as caracteristicas etnofarmacolégicas.
Pensando nisso, alguns trabalhos indicam que as plantas medicinais podem ser
usadas para o tratamento dos tumores (OHSAKI A, YAN LT, SHIGERU |, ATSUGI H,
1994; LIMA et al., 2003; PEDREIRA, 2007; CHICARO, 2009; SENEDESE et al.,
2013). Levando em conta as indicagbes encontradas, imaginou-se que esses
preparados fitoquimicos pudessem agir sobre a massa tumoral. O uso de
preparados de plantas com critério pode contribuir com a salde e seu
restabelecimento. Pensado nisso, o quadro clinico, a escolha correta do vegetal, a
preparacao cuidadosa € o amplo conhecimento dos efeitos tdxicos s&o etapas
imprescindiveis (CAVALCANTI et al., 2006; LEANDRO et al., 2012).

3.2. OLEO DE COPAIBA:

A Copaiba (Copaifera sp) possui muitos nomes nas diferentes regides do
Brasil, entre eles Copaibeira, Pau d'oleo, Copaiba vermelha, entre outros (VEIGA

JUNIOR; PINTO, 2002) e como explicou o autor, € uma arvore frondosa, de grande
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porte da familia Leguminosae. Pode alcanc¢ar 40 metros de altura e viver mais de
300 anos (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 20086).

Seu nome vem do tupi “cupa-yba” e significa a arvore que tem deposito, ou
jazida, por causa do o6leo que fica no interior do seu tronco. As espécies de Copaiba
sdo comumente encontradas na floresta amazénica, regides centro-oeste, nordeste
e sudeste do Brasil. (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI,
2006). O dleo de Copaiba era bastante utilizado entre os indios brasileiros, quando
os portugueses aqui chegaram e seu uso foi apoiado em animais que quando feridos
esfregavam-se no tronco dessas arvores (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002)

Os indios o utilizavam muito, principalmente como cicatrizante, mas a
escassez de remédios sofrida pelos colonizadores por conta do abastecimento
irregular de Portugal fez com que esses recorressem as drogas indigenas (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002; PIERI;, MUSSI; MOREIRA, 2009). Os viajantes se
abasteciam do 6leo que era comprovadamente eficaz antes de se aventurarem por
lugares até entao desconhecidos.

A primeira citagéo conhecida do 6leo de Copaiba brasileiro talvez tenha sido
feita numa carta de Petrus Martius ao Papa Leao X, publicada em 1534. Na carta,
faz referéncia ao “Copei” como uma droga indigena, de forte cheiro e com
propriedades cicatrizantes (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009). Com o tempo e a
intensificacao das viagens extrativistas, os espanhois conheceram o 6leo e com ele
aprenderam a curar suas feridas. Conta a historia que os espanhois deram valor ao
oleo, diferente dos Portugueses que nao se interessaram (ALFONSO-GOLDFARB;
FERRAZ; BELTRAN, 2010).

Atualmente o oleo de Copaiba pode ser facilmente encontrado na regiédo
Norte, onde é vendido em mercados e feiras populares, com diferentes nomes e
aplicagdes (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009). Seu uso foi tdo difundido que o dleo
tornou-se um dos remedios naturais mais usados e conhecidos, principalmente
pelas populagdes mais pobres dessa regido.

O dleo e utilizado como diurético, laxante, antitetanico, antiblenorragico, anti-
reumatico, anti-septico do aparelho urinario, cicatrizante, antiinflamatério e tem acgao
quimiopreventiva do cancer e tumoricida (BASILE AC, SERTIE JA, FREITAS PC,
1998; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; LIMA et al., 2003; CAVALCANTI et al., 2006;
PEDREIRA, 2007; VEIGA JUNIOR et al, 2007a; EDERLY SANTOS SILVA,
CHARLES ROLAND CLEMENT; VANDERSON BANDEIRA DA SILVA, 2014).
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Estudos fitoquimicos mostram que os oOleos de Copaiba verdadeiros
possuem em sua composigao essencialmente sesquiterpenos e diterpenos, sendo o
acido copalico e o B-cariofileno e o a-copaeno 0s seus principais componentes
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

No Brasil sdo encontradas mais de vinte espécies do 6leo, e entre as mais
abundantes estdo a Copaifera. officinalis L., Copaifera guianensis, Copaifera.
reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera confertiflora, Copaifera
langsdorffi e Copaifera coriacea (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

A coleta do éleo pode ser realizada de forma sustentavel pela através de um

furo feito com um trado na parte superior do tronco até o seu lenho,
posteriormente abre-se outro orificio na parte inferior do tronco de onde se obtém um
liguido transparente de viscosidade variavel e a coloragao pode variar do amarelo
claro ao marrom (OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006) apresenta alto valor
biologico, e pode ser utilizado por industrias cosméticas e de vernizes, atuando
como agente fixador (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; EDERLY SANTOS SILVA,
CHARLES ROLAND CLEMENT; VANDERSON BANDEIRA DA SILVA, 2014).

A falta de estudos quimicos visando a caracterizagdo do 6leo de Copaiba
mais a variabilidade natural da matéria prima e a crescente demanda do mercado
por fitoterapicos, pode comprometer a qualidade, autenticidade e efetividade dos
produtos a base do 6leo de Copaiba (PEDREIRA, 2007; PIERI; MUSSI; MOREIRA,
2009). Ha ainda uma grande dificuldade em garantir a identidade botanica das
Copaiferas, uma vez que o Oleo esta sendo obtido pelo desmatamento e pelo
extrativismo sem criterio ou discriminagdo de espécies (EDERLY SANTOS SILVA,
CHARLES ROLAND CLEMENT; VANDERSON BANDEIRA DA SILVA, 2014).

Em qualquer parte do mundo o conhecimento de que as plantas da flora
local sédo indicadas para tratar algumas enfermidades € um aspecto relevante a ser
considerado (WHO/IUCN/WWEF, 1993; CAPASSO et al., 2000, WHO, 2005).

A reparacao tecidual representa um importante mecanismo de protecao e
resposta a injurias teciduais, a restauracao da integridade funcional e estrutural do
tecido lesado € essencial. Muitos extratos de plantas tém apresentado potencial
terapéutico contribuindo para uma melhor reparacao tecidual (PEDREIRA, 2007).

Um estudo desenvolvido pela Universidade de Campinas analisou
substancias sintetizadas a partir do oleo de Copaiba, apresentando resultados

importantes contra nove linhagens de cancer, inibindo a proliferacdo de células
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neoplasicas (PEDREIRA, 2007). O autor destaca que estudos com a Copaiba ainda
s&0 necessarios, principalmente testes toxicolégicos com a finalidade de avaliar se

as substancias nao afetam também as celulas normais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo

O principal objetivo desse estudo é realizar uma avaliacdo in vitro dos efeitos
antineoplasicos do éleo de Copaifera reticulata Ducke sobre linhagens diferentes de
células cancerosas do pulmao.

3.2. Objetivos especificos

1. Avaliacao dos efeitos citotoxicos do 6leo de Copaifera reticulata Ducke sobre
linhagens de células neoplasicas e nao neoplasicas humanas e murinas.

2. Determinagdo do modo de agéo do efeito citotdxico seja por indugédo de apoptose
ou alteracao no ciclo celular.
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METODOLOGIA
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. OLEO DE COPAIFERA RETICULATA DUCKE (OCR)

O oleo da Copaifera reticulata Ducke (OC) utilizado nesse estudo € proveniente da
Floresta Nacional do Tapajos, km 67, municipio de Belterra - PA, obtido através de
pesquisadores da EMBRAPA Amazénia Oriental sob exsicata n°183939 e foi

utilizado na forma de 6leo genuino, natural ou balsamo.

5.2. LINHAGENS DE CELULAS UTILIZADAS NO EXPERIMENTO

As linhagens utilizadas no presente experimento foram doadas pela Dra. Lucy M.
Anderson, chefe do Laboratory of Comparative Carcinogenesis do Frederick National
Laboratory for Cancer Research (EUA) e pertencem ao banco de células do
Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional - LOCT da Universidade de
Sao Paulo. Consistem em linhagens murinas, do tipo normal (E10) e do tipo
neoplasica (E9) e também de duas linhagens diferentes de células neoplasicas do
pulmao humano, sendo uma linhagem de carcinoma de células gigantes NCI-H460 e
a outra um carcinoma de células nao pequenas NCI-H2023. As linhagens murinas
foram escolhidas por permitirem a realizagdo de ensaios de citotoxicidade entre

células normais e neoplasicas.

5.3. CULTIVO DE CELULAS

As células de linhagens murinas E9 (neoplasicas) e E10 (ndo neoplasicas) e as
células de linhagens humanas NCI-H460 (Carcinoma de células gigantes) e NCI-
H2023 (Carcinoma de células ndo pequenas) foram descongeladas de acordo com o

protocolo utilizado no Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional - LOCT
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da Universidade de Sao Paulo. Brevemente, ap6s o preparo de 20 ml de meio
completo e gelado para cada célula a ser descongelada, foram separados 10 ml em
tubo falcon de 15ml para cada uma delas. As amostras foram selecionadas através
de um arquivo escrito e posteriormente foram retiradas do tambor de nitrogénio
liguido. O descongelamento foi rapido até a obtencdo de uma pequena porcao de
gelo no fundo do criotubo. A desinfecgao externa do criotubo foi realizada com alcool
70% antes de inseri-lo no fluxo. A suspensao de células foi pipetada e transferida
para o tubo falcon separado anteriormente com 10 ml de meio e devidamente
identificado. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos em 240 G ou 5
minutos em 370 G O sobrenadante foi descartado e o pellet precipitado foi
ressuspendido em 10 ml de meio completo preparado previamente. As amostras
foram colocadas individualmente em garrafas para cultura sobre superficie sélida
TS (76 cm?, Sarstedt, Georgia, EUA) e incubadas a 37°C em estufa umidificada
contendo 7% de gas carbdnico (CO3). As culturas foram observadas no dia seguinte
para deteccdo de contaminagdes, morte celular e a aderéncia das células. As
células das linhagens murinas foram cultivadas em meio de cultivo CRML (Invitrogen
Life Technologies, EUA) com adigao de 10% de Soro Fetal Bovino (Invitrogen Life
Technologies, EUA), 2% GlutaMAX (Invitrogen Life Technologies, EUA) e 1% de
penicilina/estreptomicina (concentragao final: 100U/ml  penicilina, 100pg/ml
estreptomicina - Invitrogen Life Technologies, EUA) para controle
antimicrobiano/antifungico (meio de cultivo pronto). As células provenientes de
linhagens humanas foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Invitrogen Life
Technologies, EUA - linhagens humanas) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (Invitrogen Life Technologies, EUA), 2% GlutaMAX (Invitrogen Life
Technologies, EUA) e 1% de penicilina/estreptomicina (concentragao final: 100U/ml
penicilina, 100ug/ml estreptomicina - Invitrogen Life Technologies, EUA) nas
mesmas condicbes das células murinas. As garrafas de cultivo T75 foram
acondicionadas em estufa com temperatura de 37°C e 7% de gas carbdnico (CO;)
por 24 horas. Apds esse periodo, as celulas foram observadas em microscépio
invertido Nikon eclipse TS100 (Japao) e fotografadas para comparagdes
morfolégicas e arquivo. Ocorreu a aplicagdo de 5ml de PBS para remover células
mortas e possiveis debris. Foi aplicado 5ml de Trypsina e apdés homogeneizacgao,
4ml foram desprezados, deixando o restante para a dissociagao celular ou seja, para

que as células pudessem desprender-se, entre si e também da garrafa de cultivo,
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para serem transferidas, observadas e contadas. As células desprendidas foram
depositadas em 10ml de meio de cultivo pronto em temperatura de 37°C para
realizacao do plagueamento em 96 pogos para a exposi¢ao ao OCR. Foi efetuada
entdo a contagem de células viaveis em camara de Neubauer, realizada por
exclusao, utilizando-se para isso 10uL do corante Azul de Trypan e 10uL de meio de
cultivo com células e assim foi definindo o numero de células por mililitro de meio. O
valor foi calculado pelo numero de células contadas, dividido pelo numero de
quadrantes contados, multiplicado pela diluigdo 1:1 e multiplicado por 10*. O
resultado corresponde ao valor de células em 1ml, logo foi possivel calcular a porgao
desejada de 2 x 10° células em volume. Foi calculado o volume de meio de cultivo
com células necessario para ocupar um pogo e com isso o volume total por placa de
96 pocos e também a quantidade necessaria para as replicas. A pipeta multicanal foi
utilizada para a realizacdo do plagueamento e todos os cultivos foram feitos em
triplicata em placas de 96 pocos. A temperatura e o CO; permaneceram estaveis em

37°C e 7% de COzdurante todo processo experimental

5.4. EXPOSICAO COM COPAIFERA RETICULATA DUCKE

Diluiu-se 2,40ul do 6leo natural ou balsamo de Copaifera reticulata Ducke (OCR) por
ml de meio de cultivo utilizado pronto e aquecido em 37°C. Apds ensaios iniciais
para estabelecer as concentragbes do tratamento proposto, oito concentragbes
distintas foram realizadas, sendo que a maior delas foi de 2,40ul de 6leo por ml de
meio pronto. Para a obtencao das oito fragées do tratamento, a maior concentragéo
foi separada em duas partes, uma delas foi reservada e a outra foi diluida na mesma
guantidade de meio pronto, formando a concentracdo de 1,20ul de dleo por ml de
meio, sendo a proporgao 1:1. A diluicado ocorreu da mesma forma com cada fragao
obtida sucessivamente até a obtencao da menor concentracao estudada que foi de
0,018ul de oleo por ml de meio pronto. Estabeleceu-se entado que, a concentragdo 1
seria a menor, com 0,018ul/ml, seguindo ordem crescente. Logo a concentragao 2
foi de 0,037ul/ml, a 3 de 0,075ul/ml, a 4 de 0,15ul/ml,a 5 de 0,30pi/ml, a 6 de
0,60pl/ml, a 7 de 1,20pl/ml e finalmente a concentragao 8 foi de 2,40ul/ml. Utilizou-se

o banho-maria em 37°C para o aguecimento do meio de cultivo e do meio com o



38

OCR para serem utilizados no tratamento das células provenientes da estufa com a
mesma temperatura. Para cada tipo de célula foi realizada a triplicata do cultivo, ou
seja, foram feitas trés placas de 96 pogos para cada linhagem. As primeiras
linhagens estudadas em ftriplicata foram as linhagens murinas, E9 e E10. Na
sequéncia do experimento, realizou-se o cultivo em triplicata das células neoplasicas
de pulmdo humano das linhagens NCI-H460 e NCI-H2023. O cultivo ocorreu de
forma similar entre as linhagens murinas e neoplasicas humanas, em coeréncia com
as particularidades de cada uma. Nas placas de 96 pocgos, adicionou-se agua
ultrafiltrada e autoclavada em toda periferia das placas, ou seja, nas margens
laterais, superior e inferior num total de 36 pogos. A primeira coluna de cada
sequencia de placas foi ocupada apenas com meio de cultivo, sem células e sem
oleo, sendo denominada coluna do branco ou controle negativo. As demais colunas
foram ocupadas por meio de cultivo com células e foram incubadas em estufa por 24
horas na temperatura de 37°C e 7% de gas carbonico (CO;). Transcorrido esse
tempo, as placas foram observadas no microscopio invertido para a avaliagéo
morfologica nas diferentes concentracdes e fotografadas em colunas, sendo que, no
minimo dois pogos de cada coluna e de cada uma das trés placas foram
fotografados. O meio de cultivo foi completamente removido de todas as placas com
o auxilio de uma pipeta e um novo meio de cultivo foi adicionado em cada pogo de
cada uma das placas, sendo CRML para as linhagens murinas e RPMI 1640 para as
linhagens humanas. Na coluna denominada branco ou controle negativo, apenas o
meio de cultivo foi acondicionado, logo, nos pogos da coluna 2 de todas as placas
nao haviam células. A coluna 3 de cada placa tornou-se o controle positivo, sendo
composta por pogos com meio de cultivo pronto acrescido de cada uma das quatro
linhagens de células estudadas. A partir da quarta coluna de cada placa, iniciou-se o
tratamento utilizando o meio de cultivo com OC em oito concentragbes distintas
como descrito anteriormente. Essas placas foram incubadas novamente na estufa a
37°C por mais 48 horas, tempo suficiente para que as células do controle positivo

entrassem em confluéncia.

5.5. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR POR ESPECTROFOTOMETRIA
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A espectrofotometria foi o método de eleicdo para quantificar os resultados da
viabilidade celular apos a exposi¢do ao OC. O reagente MTT (Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Audrich, St. Louis, MO, EUA) foi usado
para essa avaliagdo.O processo que possibilitou a leitura das placas no
espectrofotdbmetro foi iniciado apds as 48 horas de aplicacdo do tratamento com a
retirada do meio de cultivo de todos os pocgos, os tratados com OCR e os néo
tratados, e adicionou-se 11pl do reagente MTT diluido em meio DMEM (Invitrogen
Life Technologies, EUA) na concentragdo de 5mg/ml em cada um dos 60 pogos
validos de cada placa confeccionada, incluindo a coluna do branco ou controle
negativo. As placas voltaram a estufa por mais 3 horas para a reacéo de formacéo
dos cristais de formazan, que ocorreu apenas nas células vivas. Apos esse periodo,
todo o liquido contido nas placas foi esgotado com o auxilio de papel absorvente. O
alcool isopropilico foi utilizado nos 60 pogos validos de cada placa no volume de
100pl por pogo para dissolver os cristais de formazan formados na reacédo de
viabilidade celular possibilitando a leitura espectrofotométrica que ocorreu em
seguida. O Espectrofotémetro (modelo, marca, pais) € um equipamento amplamente
utilizado nos laboratérios de pesquisa por ser capaz de medir e comparar a
quantidade de luz ou radiagao eletromagneética absorvida, transmitida ou refletida
por uma determinada amostra, seja ela uma solugdo, um sélido transparente ou
ainda um sdlido opaco. O resultado da leitura espectrofotométrica é dado por um
grafico o espectro e indica a intensidade pelo comprimento de onda da fonte de luz.
A radiacao eletromagnética estudada aqui foi a absorvida, sendo chamada
espectrofotometria por absorbancia (A). Com os resultados obtidos na leitura
espectrofotometrica por absorbancia, foram realizados os célculos pertinentes para
avaliacdo do efeito do oleo sobre as células estudadas, cancerosas e nao
cancerosas. Com esses resultados obtidos a partir desses calculos precisos, foi
possivel encontrar através de um programa estatistico (GraphpadPrism5.0, EUA), a
IC50 ou o valor da concentragéo inibitéria de 50% da viabilidade celular de cada
uma das quatro linhagens de células estudadas. As primeiras células avaliadas
foram as murinas e devido aos resultados preliminares observados realizou-se o

mesmo processo com as celulas neoplasicas do pulmao humano.
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5.6. ANALISE ESTATISTICA

O calculo da IC50 de cada célula avaliada foi realizado utilizando-se modelagem em
curva de regressao nao linear. As analises estatisticas dos dados de viabilidade
celular foram comparadas em relagé&o ao controle. Ja o padrao de morte celular foi
analisado por ANOVA de duas vias. Admitiu-se p<0.05 para diferencas
estatisticamente significantes. Para preparo dos graficos assim como andlise

estatistica foi utilizado o software GraphpadPrism5 (GraphPad Software, EUA).

5.7. TESTE PARA QUANTIFICAGCAO DE APOPTOSE

Para verificar se o OC induzia a morte celular, foi utilizado o protocolo descrito por
Ribble e colaboradores (2005). Brevemente, o protocolo experimental do tratamento
foi realizado novamente com as celulas NCI-H460, onde se acrescentou trés
concentragdes do OCR, uma acima e outra abaixo da IC50 pré-determinada. Ao final
das 48 horas de exposicao ao OCR, as placas de 96 pocos foram centrifugadas por
5 minutos em 129G antes da aplicagcdo de 8ul da solugao sugerida (RIBBLE et al.,
2005) com Laranja de Acridina (LA, SIGMA, St Louis, EUA) na concentragdo de
100ug/ml e Brometo de Etidio (BE, VETEC, Duque de Caxias, Brasil) na
concentracao de 100ug/ml. Essa centrifugagcao antes da aplicagdo dos reagentes
corantes fluorescentes nos pogos ocorreu para que a contagem fosse realmente
abrangente, validando células desprendidas (mortas) e também fragmentos
celulares. O Brometo de Etidio (BE) € um agente intercalante do DNA e é muito
empregado para marcar acidos nucléicos de células mortas corando seus nucleos
de laranja/vermelho na luz UV. O Laranja de Acridina (LA) € um corante
fluorogénico acidotrépico que é capaz de identificar alteracdes estruturais em
organelas na apoptose. Células vivas tém seus nucleos e citoplasmas corados pelo
LA em verde. Esse corante liga-se a proteinas do citoesqueleto, e quando se
encontra em um ambiente acido, sofre modificacbes fisico-quimicas passando a
emitir fluorescéncia vermelha na luz U.V. Com a clivagem dos microtibulos,

proteinas especificas do citosol passam a se localizar na membrana dos
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autofagossomos tornando-os &acidos, assim como os autofagolisossomos. Entéo,
células coradas em verde que apresentam elevada coloragcdo vermelha, se
encontram em autofagia. Foi utilizado o microscopio invertido Nikon eclipse TS100
(Japé&o) equipado com unidade de epifluorescéncia para captura das imagens uma
vez que o tempo ideal para visualizagao da fluorescéncia é reduzido. A contagem de
células vivas, necroticas ou apoptoticas foi realizada através das fotomicrografias em
software ImagedJ.ink 1.47 (National Institutes of Health - NIH, EUA) e contou-se pelo
menos 1000 células por concentracdo, em cada replicata, observando-se
atentamente as caracteristicas morfologicas das células, dos nucleos celulares e

também sua coloragao.

5.8. CICLO CELULAR

Foi analisada de forma preliminar a distribuicdo das células pelas fases do ciclo
celular através da técnica de impregnac¢@o nuclear por iodeto de propideo (PI)
(ELMORE, 2007). O PI intercala-se entre as fitas de DNA em células previamente
permeabilizadas pela fixagdo em etanol 70%. Para a realizagdo dessa etapa,
utilizou-se 1x10° células E9 expostas ao OCR e ndo expostas, fixadas e
conservadas em etanol 70% por 72 horas (-20°C). Apds esse processo, as células
foram lavadas duas vezes com PBS (5 minutos em 240 G) e incubadas no escuro
com 200pl de solugéo contendo 20ug/ml de PI, 200ug/ml de RNAse e 0,1% de Triton
100x em PBS. Apds 30 minutos de incubagao, 10000 eventos foram adquiridos por
citometria de fluxo (Accuri C6 personal flow cytometer, Nova Jersey, EUA) utilizando
filtro FL2, relacionado a intensidade de fluorescéncia das células e o filtro SSC, que
esta relacionado a complexidade interna das células analisadas, como o formato dos
nucleos, presenga de granulos ou rugosidades na membrana. Apds a leitura
preliminar, as amostras foram analisadas pelo programa FlowJo (Tree star Inc,

Asland, EUA) mas os resultados nio foram expostos nesse trabalho.
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6. RESULTADOS

6.1. AVALIACAO DE SOLUBILIDADE E PUREZA DO OLEO DE COPAIFERA
RETICULATA DUCKE (OCR).

O teste inicial de solubilidade do 6leo de Copaifera reticulata Ducke (OCR) em duas
partes de alcool etilico absoluto (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002) para identificacao
de adulterantes como Oleos minerais e vegetais de menor valor agregado
(VASCONCELQOS; GODINHO, 2002) foi satisfatorio. O OCR foi soltvel em alcool
etilico absoluto diluindo-se completamente formando mistura homogénea ou seja,
sem fases identificaveis mesmo apos decantagédo. A coloracéo nao foi alterada, nem

apresentou qualquer turvagao, preservou a coloragao inicial como esperado

6.2. VERIFICAGAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DO OLEO DA COPAIFERA
RETICULATA DUCKE (OC) EM MODELOS MURINOS DE CELULAS NORMAIS
(E10) E NEOPLASICAS (E9) DO PULMAO DE CAMUNDONGOS.

Os resultados obtidos através da leitura espectrofotométrica por absorbancia
indicaram uma diminui¢do expressiva no numero de células cancerosas nos cultivos
expostos ao oleo de Copaifera reticulata Duke, quando comparados aos resultados
observados nos cultivos de células normais E10. O valor da IC50 calculado para a
linhagem neoplasica murina E9 foi 0,05ul/ml enquanto a linhagem murina normal
E10 apresentou IC50 igual a 0,15 pl/ml. O grafico 1 representa a viabilidade celular

de E9 e E10 encontradas através da espectrofotometria (absorbéancia).
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Grafico 1 - Testes de viabilidade celular realizados por espectrofotometria de absorbancia para
calculo de IC50 de células de linhagens murinas E9 e E10
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Fonte: (RANIERI, T. 2015)

6.3. VALIDACAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DO OLEO DA COPAIFERA
RETICULATA DUCKE EM LINHAGENS DE CELULAS NEOPLASICAS DO
PULMAO HUMANO DOS TIPOS NCI-H460 E NCI-H2023.

Observou-se diminuigao significativa no niimero de células cancerosas nos
cultivos expostos ao oleo de Copaifera reticulata Duke nas duas linhagens de
celulas de pulmao humano estudadas.

A exposigao ao oleo foi eficaz na redugao dessas células em quatro das oito
concentragbes estudadas como estd representado no grafico 2. Foi possivel
determinar que o OCR teve efeito semelhante nas duas linhagens de células
cancerosas humanas estudadas.

Para a célula H460 a IC50 calculada foi 0,32 pl/ml e para a célula H2023 a
IC50 calculada foi 0,17ul/ml.
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Grafico 2 - Testes de viabilidade celular realizados por espectrofotometria de
absorbancia para calculo de IC50 de células de linhagens H460 e
H2023
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Fonte: (RANIERI, T. 2015)

A figura 1 retrata células da linhagem H460 em cultivo apés 24 horas. Mostra
o crescimento celular, comparado ao controle, apds o tratamento com o oleo de
Copaifera reticulata Duke (OCR) nas concentragdes de 0,075ul/ml, 0,30ul/ml e
0,60ul/ml. No quadrante (A) observa-se as células que cresceram no controle apos
24 horas, em (B) o crescimento celular ap6s o tratamento com o éleo de Copaifera
reticulata Ducke na concentragdo 0,075ul/ml, onde observou-se uma discreta
reducao no tamanho das células. Ainda na figura 1 observa-se em (C) e (D), células
que receberam tratamento nas concentragdes 0,30pl/ml e  0,60ul/ml
respectivamente. Apresentam células de formas distintas entre si e diferentes ainda

das células do controle.
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Figura 1 - Células de linhagem H460 tratadas com diferentes concentracdes de Copaifera
reticulata Ducke. Em A observa-se o controle apés 24 horas, em B observa-se a exposi¢ao
das células & concentracdo 0,075ul/ml, em C o crescimento celular na concentracao
0,30ul/ml e em D observa-se as células expostas a concentragdo de 0,60ul/ml

Fonte: (RANIERI, T. 2015)

O desenvolvimento da linhagem de células H2023 esta representado na
figura 2. O quadro A refere-se ao controle apds 48 horas de cultivo. Os quadros B, C
e D fazem referéncia ao crescimento celular da H2023 nas diferentes concentragées
de exposicao ao éleo de Copaifera reticulata Ducke apos as mesmas 48 horas. Em
B representou-se a diluicao de 0,037pl/ml, em C 0,30ul/ml e 0,60ul/ml foi a
concentragdo de exposicao utilizada em D. As células H2023 também apresentaram
alteragcbes em sua forma, quando comparadas ao controle, mesmo nas menores

concentragdes do dleo como pode ser observado no quadro B.



47

Figura 2 - Células de linhagem H2023 tratadas com diferentes concentracdes de
Copaifera reticulata Ducke. Em A observa-se o controle apos 48 horas, em B observa-se
a exposicao das células a concentragao 0,037ul/ml, a menor diluigdo estudada, em C o
crescimento celular na concentragao 0,30ul/ml e em D observa-se as células expostas a
concentragao de 0,60ul/ml

Fonte: (RANIERI, T. 2015)

A figura 3 representa a conversdo do MTT nas celulas H460 onde, no
quadro A observa-se o controle e em B as células expostas ao tratamento na
concentragao de 0,30 pl/ml. A tabela 1 apresenta as concentragdes das IC50 de

cada uma das células estudadas.

Tabela 1- Valor da IC50 encontrado para as celulas murinas E9 e E10 e para as células neoplasicas
do pulm&o humano H460 e H2023

Células E9 E10 H460 H2023

IC50 0,0513 0,1581 0,3191 0,1651

Fonte: (RANIERI, T. 2015)
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Figura 3 - Representa a reagdo de MTT em células neoplasicas tipo H460 apds 3 horas.
Em A observa-se os cristais de formazan nas células, sua morfologia, intensidade e
colorag@o e em B observa-se altera¢des nas células expostas ac OCR na concentrag&o
de 0,30pl/ml

™
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Fonte: (RANI

6.4. ESTUDO DO MODO DE AGCAO DO OLEO DA COPAIFERA RETICULATA
DUCKE EM CELULAS NEOPLASICAS DO PULMAO HUMANO DE LINHAGEM
NCI-H460 ATRAVES DA QUANTIFICACAO DE APOPTOSE POR
FLUORESCENCIA.

Na selecdo de imagens da figura 4, & possivel perceber a agdo do
tratamento in vitro nas diferentes concentra¢gdes do OCR estudadas sobre as células
cancerosas do pulmdo humano. Observa-se a diferengca na coloragdo, na
guantidade e na morfologia das células H460.



49

Figura 4 - Quantificacéo de apoptose por fluorescéncia através do Laranja de Acridina e do
Brometo de Etidio, onde A representa o controle; em B observa-se a concentragéo
0,16ul/ml; em C encontra-se a IC50, de concentragao 0,32 pl/ml e em D a concentragao

0,64ul/ml

A

Fonte: RANIERI, T. 2015

A figura 5 evidencia a fluorescéncia, exemplificando as estruturas como

foram identificadas e contadas para a caracterizacao celular realizada nesse estudo

de quantificagéo de apoptose
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Figura 5 - Células de linhagem H460 tratadas com oleo de Copaifera reticulata Ducke na
concentracédo de 0,32ul/ml (IC50). As setas evidenciam as caracteristicas morfologicas
utilizadas para a contagem das células e a quantificagdo de apoptose. Onde, A s&o
células apoptoticas, N células necroticas e L celulas vivas.

Fonte: (RANIERI, T. 2015)

Ap6s a contagem de 1x10° células do controle e de cada uma das
concentragdes avaliadas, foi possivel observar o efeito apoptotico promovido pelo
6leo de Copaifera reticulata Ducke sobre as células cancerosas do pulmao humano
da linhagem H460.

A contagem ocorreu por campo nas imagens de fluorescéncia com base na

morfologia, tamanho e coloragdo nuclear das células e esta representado no grafico

3



Grafico 3 - Quantificagao de apoptose através da fluorescéncia por brometo de etidio (BE) e
laranja de acridina (LA). Representacao grafica da contagem de 1 x 10° células do
controle e das 3 diferentes concentracdes avaliadas
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Fonte: RANIERI, T. 2015
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Foi possivelobservar alteragdes celulares significativas em cada uma das

diferentes concentracdes estudadas.
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DISCUSSAO
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7. DISCUSSAO

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos antineoplasicos do OCR em

experimento in vifro na intengcdo de determinar o seu potencial citotoxico por
exposicdo de ceélulas pulmonares, murinas e humanas, nao neoplasicas e
neoplasicas bem como determinar o modo de acao do efeito citotdxico.
Observou-se efeito antineoplasico dose dependente do OCR através de sua
exposicdo no cultivo dessas células. Evidenciou-se a diminuicdo da viabilidade
celular em todos os cultivos por conversao de MTT e leitura espectrofotometrica,
sendo menor na linhagem normal E10. Como a atividade antitumoral e
antineoplasica de outras espécies de Copaiferas foram atribuidas aos diterpenos
encontrados na por¢ao resina (OHSAKI A, YAN LT, SHIGERU |, ATSUGI H, 1994:
LIMA et al., 2003) e também a componentes antiinflamatorios da fragéo volatil (LIMA
et al., 2003), optou-se por avaliar a acao antineoplasica do OC sem dissocia-lo, ou
seja, utilizando-o como foi obtido na natureza. Os resultados encontrados por Lima
et al (2003) em estudo in vitro sobre a agdo do dleo da Copaifera multijuga realizado
através de teste de viabilidade celular MTT, corrobora com os nossos resultados
encontrados a partir do uso do mesmo metodo. O dleo in natura que utilizamos foi
de outra especie de Copaiba e também apresentou diminuigdo significativa no
numero de células viaveis apos a exposicdo ao 6leo, sugerindo que a acéo pode nao
estar relacionada somente aos diterpenos, uma vez que esses avaliados
isoladamente ndo apresentaram a mesma eficiéncia do oleo (LIMA et al., 2003;
PEDREIRA, 2007; CHICARO, 2009). A apoptose foi quantificada por fluorescéncia e
observada nas amostras de células neoplasicas do pulmao humano em todas as
concentragbes do OCR estudadas, aumentando com a concentragéo das doses até
observarmos um aumento das de necroses (grafico 3). Foi possivel estabelecer a
IC50 de todas as amostras, sendo que entre as linhagens murinas, a linhagem
normal de células do pulmao de camundongo apresentou maior resisténcia ao OCR,
necessitando de uma concentragéo 3 vezes maior que as células neoplasicas para o
mesmo efeito (Tabela 1).

Além da diminuicdo do numero de células neoplasicas nos cultivos, foi
possivel observar alteragbes na morfologia das células neoplasicas, que se tornaram

mais alongadas, mesmo nas menores concentragdes do OCR.
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Nos dias atuais, acreditamos que o tratamento do céncer tenha evoluido
significativamente, principalmente no que se refere a terapias convencionais,
alternativas, diagnostico precoce e prevencédo. Ainda apresenta dificuldades diversas
devido a complexidade dessa patologia, como a resisténcia a multiplas drogas,
principalmente quando os pacientes se encontram em condi¢cbes avancadas
(BOTELHO et al., 2013).

No presente estudo, optou-se pela utilizacdo do 6leo da Copaifera reticulata
Ducke (OC) por esta espécie ser exclusiva do Brasil, abundante na floresta
Amazonica, nordeste e centro-oeste do pais (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002),
produzir mais oleo que as outras espécies de Copaiba (OLIVEIRA; LAMEIRA;
ZOGHBI, 2006), por sua ampla e histérica utilizagédo in natura como antitumoral de
modo empirico pela populagdo (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; VEIGA JUNIOR et
al., 2007, SACHETTI et al., 2011) e principalmente por possuir mais acido
caurenoico em sua composicéo que as outras espécies de Copaiferas conhecidas,
composto da resina com elevada quantidade de diterpenos cauranos, clerodanos e
labdanos (VEIGA JUNIOR et al., 2007). Nos estudos realizados por Ohsaki et al
(1994) uma substancia antitumoral extremamente potente chamada (-)-colavenol foi
isolada a partir do 6leo de uma das espécies de Copaiba encontradas no Brasil
(Copaifera langsdorfii) e satisfatoriamente testada in vivo, com efeito antitumoral
contra carcinoma mamario invasivo aumentando a expectativa de vida de ratos
avaliados, sendo que foi o dobro da espectativa dos ratos que receberam
quimioterapico comercial 5-fluorouracil (5-FU).

Veiga et al (2002) explicam que devido as semelhancas botanicas entre as
espécies existem muitas contradigdes e equivocos na literatura especifica,
principalmente na identificacdo dessas espécies. Entre os sesquiterpenos
normalmente encontrados em sua composi¢do, o beta-cariofileno (B-cariofileno),
muito rico em fendis e reconhecidamente um potente antiinflamatério (VEIGA
JUNIOR et al., 2007; LEANDRO et al., 2012) foi citado como anticarcinogénico e
antioxidante (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; VEIGA JUNIOR et al., 2007).

A fragdo dos diterpenos € bastante variada entre as espécies, sendo os
diterpenos cauranos mais abundantes na Copaifera reticulata Ducke (VEIGA
JUNIOR et al., 2007, EDERLY SANTOS SILVA, CHARLES ROLAND CLEMENT:
VANDERSON BANDEIRA DA SILVA, 2014) fato que a diferencia de outras espécies

estudadas para aplicagdo em quimioterapia como a C. langsdorffi observada por
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Ohsaki (OHSAKI A, YAN LT, SHIGERU I, ATSUGI H, 1994) e Senedese et al (2013)
e a C. Multijuga estudada por Lima et al (2003). Essa foi uma das principais
consideracgoes para a escolha do 6leo dessa espécie para esse estudo.

Lima (2003) estudou o dleo de Copaifera multijuga natural, reconstituido e
tambem as fragcdes de diterpenos e sesquiterpenos encontrados por cromatografia
gasosa e avaliados posteriormente de forma isolada. Nesse estudo o 6leo da C.
multjuga foi administrado a camundongos C57black/6 por gavagem e promoveu a
redugao do crescimento de linhagem de células de melanoma B16F10 injetadas no
subcutaneo (LIMA et al., 2003). Através desse estudo, também foi possivel observar
uma reducgédo significativa nas metastases de pulmao, as quais sdo incidentes nessa
patologia. O experimento revelou que as fracdes isoladas nao foram tao eficazes no
tratamento desses melanomas quanto o 6leo integral, seja natural ou reconstituido
(LIMA et al., 2003).

Em outro estudo realizado recentemente com ratos Wistar machos,
administrou-se por gavagem o extrato alcodlico das folhas de Copaifera. langsdorffii
para avaliar seu efeito frente ao indutor de danos ao DNA 1,2 dimethylhydrazine e
lesbes pré-neoplasicas do colon (SENEDESE et al., 2013). O extrato de folhas
promoveu uma diminuicao consideravel na frequéncia de danos no DNA quando
comparado ao controle positivo do mesmo. Observou-se também uma relevante
diminuigao nas criptas aberrantes (SENEDESE et al., 2013). Sugeriu-se entdo que a
planta tivesse um potencial quimiopreventivo o que foi comprovado em experimentos
in vitro anteriores com a redugcdo de células viaveis (Cavalcanti et al., 2008:
Senedese et al., 2013).

Pesquisadores orientais conseguiram isolar uma substancia extremamente
potente na acéo antitumoral a partir do 6leo da Copaifera langsdorffii, uma outra
planta brasileira. Essa substéncia foi identificada como (-)-colavenol, um diterpeno
(OHSAKI A, YAN LT, SHIGERU I, ATSUGI H, 1994). A validagdo de sua acéo
antitumoral foi realizada no tratamento de Carcinomas Mamarios Invasivos (IMC) em
camundongos. O (-)-colavenol aumentou a vida dos animais em duas vezes quando
comparado a quimioterapia de eleigao feita por 5-fluorouracil (OHSAKI A, YAN LT,
SHIGERU |, ATSUGI H, 1994).

Embora alguns autores atribuam caracteristicas distintas aos extratos de
cascas do tronco, de folhas e ao dleo in natura, é sabido que cada um deles ja

demonstrou eficacia antitumoral em estudos anteriores (OHSAKI A, YAN LT,
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SHIGERU I, ATSUGI H, 1994; LIMA et al., 2003; PEDREIRA, 2007; PIERI; MUSSI;
MOREIRA, 2009; GOURINENI et al., 2011; SENEDESE et al., 2013).

Por ser o 6leo uma porgéao tao nobre da arvore servindo para sua defesa
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006; VEIGA
JUNIOR et al., 2007; SACHETTI et al., 2011) merece atencao especial, nao s6 por
seus componentes e substancias ativas. A verificagdo de fenodis e acdo antioxidante
ainda nao foram atribuidas ao 6leo como foram aos extratos de folhas e cascas
(VEIGA JUNIOR et al., 2007) sendo um novo caminho para investigacao.

Alguns pesquisadores (EDERLY SANTOS SILVA, CHARLES ROLAND
CLEMENT; VANDERSON BANDEIRA DA SILVA, 2014) encontraram no o6leo de
Copaifera reticulata, através de estudos fisico-quimicos, caracteristicas interessantes
para a industria farmacéutica como a viscosidade, a fluidez, o indice de acidez, que
variou de 9,62 a 10,177mg de KOH/g e o indice de saponificagdo, que variou de
109,84 a 100,63mg de KOH/g (EDERLY SANTOS SILVA, CHARLES ROLAND
CLEMENT; VANDERSON BANDEIRA DA SILVA, 2014).

O acido caurenoico encontrado na Copaifera langsdorffii apresentou
atividade promotora de dano ao DNA em linhagem de fibroblastos (células V79) de
hamsters (CAVALCANTI et al., 2006) enquanto o experimento que tratou tumores de
Walker 256 com oleo de Copaifera officinalis nao obteve alteragdes relevantes na
imunohistoquimica das amostras (BOTELHO et al., 2013). H& claramente uma
necessidade em se conhecer a particularidade dos produtos das diferentes espécies
de Copaibas e suas composigdes, para uso medicinal e popular, estreitando o
conhecimento da forma de aplicagéo, dose e o tempo de exposicao.

O oleo de Copaifera sp apresentou uma potente agdo de inibicao da
proliferacdo e a inducao da apoptose em linhagem de células de carcinoma
epidermoide de orofaringe (FaDu) (CHICARO, 2009), como ocorreu em nosso
experimento com linhagens de células neoplésicas do pulmdo humano (H460 e
H2023) e murinas de pulmao (E9 e E10). Em estudo anterior para avaliacéo de
efeitos genotéxicos da Copaiba em ratos Swiss saudaveis como o realizado por
Almeida et al (2012), utilizou-se um 6leo comercial de Copaifera sp, e também suas
fragoes que foram analisadas por cromatografia gasosa. O tratamento ocorreu com
a administragdo oral por gavagem de dose Unica que variou de 500mg/kg a
2000mg/kg, verificando-se que ndo houve danos ao DNA ou efeitos mutagénicos

nos animais, portanto o éleo comercial de Copaiba avaliado nesse estudo e suas
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fracbes nao promoveram alteragbes genotoxicas nos animais avaliados, resultado
que corrobora com o nosso experimento realizado com celulas murinas normais
E10, as quais apresentaram pouquissima variagdo morfolégica e maior resisténcia a
exposicao de diferentes concentragdes do OC.

Chicaro (2009) em um estudo com células de carcinoma epidermdide bucal,
expostas e ndo expostas ao OC, avaliou por Western-Blot e imunofluorescéncia a
expressdao do complexo protéico fator nuclear-kappa-beta (NF-kf3) sabidamente
relacionado a inflamacgéao, estresse e injurias, mas que também pode, em algumas
situacdes, proteger as células da morte, agindo como uma proteina anti-apoptotica
(GHOSH; MAY; KOPP, 1998). A autora observou uma potente acao do dleo de
Copaiba relacionada a inducao de apoptose por teste Tunel, fato que confirma os
resultados também encontrados no nosso estudo realizado com metodologia
distinta, onde usamos a fluorescéncia por BE e LA para essa quantificagao.

No estudo de Senedese et al (2013) ha indicios de que o OC possa proteger
os organismos da carcinogénese como aconteceu em processo experimental. A
quimioprevencdo se faz através de recursos naturais, biologicos, quimicos e
sintéticos, para reverter, suprimir e prevenir a carcinogénese (GOURINENI et al,,
2011). Estudos com outras plantas medicinais se fazem necessarios visto que a
Copaifera reticulata Ducke € apenas uma das espécies encontradas na grande
biodiversidade brasileira com potencial antineoplasico.

Como explicaram os pesquisadores Simodes et al (2010) espécies como as
Copaibas estdo presentes apenas nas florestas primarias ou secundarias bem
desenvolvidas, ou seja, maduras, € sdo chamadas de climaxicas o que torna seu
cultivo convencional muito dificil. Sendo assim, esses autores explicam que ha
necessidade em se preservar as florestas nativas para que essas arvores sejam

manejadas em seu ecossistema natural.
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8. CONCLUSOES

Observou-se nesse estudo que o OC promoveu efeito citotdéxico sobre as
células neoplasicas oriundas de carcinomas pulmonares humanos e também sobre
a linhagem neoplasica murina E9, no entanto apresentou menor efeito citotéxico em
célula murina normal E10, Ha necessidade de outros estudos com o OC para
encontrar respostas que embasem os resultados da espectrofotometria por
absorbancia bem como os resultados positivos obtidos na quantificagao de apoptose
por fluorescéncia. A sequéncia dessa investigagcéo € encontrar a forma de acéao do
OC e entender seu efeito antineoplasico.

A quantificagdo de apoptose foi realizada por contagem de células pela
fluorescéncia através dos reagentes corantes Brometo de Etidio (BE) e Laranja de
Acridina (LA). Mostrou-se eficiente e representativa na comparagao entre o controle
e as amostras expostas ao OC, tornando-se uma opg¢do para uma possivel
substituicdo da citometria de fluxo em avaliagbes preliminares, minimizando custos e
promovendo experiéncia em microscopia de fluorescéncia.

A exposicdo ao OC promoveu alteragdes morfolégicas nas células quando
comparadas ao controle, bem como o aumento de ceélulas em apoptose e a
diminuicdo de celulas vivas. Essas evidéncias foram baseadas nas coloragbes
fluorescentes verde (LA) e laranja (BE), indicadoras da integridade da membrana
celular e de caracteristicas nucleares, principalmente morfologicas.

Uma possibilidade tdo nobre para o OC precisa servir de alerta para a
preservacao da especie, das florestas e de toda a biodiversidade conhecida e
desconhecida. Mesmo com a existéncia de metodos de extragdo sustentavel, a
maior parte do 6leo de Copaifera sp comercializado no Brasil e principalmente no
exterior & produto secundario, proveniente do corte indiscriminado das arvores da
floresta tropical brasileira. Além da destruigcdo desse ambiente e suas conseqiiéncias
naturais, essa pratica facilita as fraudes e adulteracdes do éleo e dificulta a correta

identificagao das espécies.
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