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RESUMO

A leucemia mieldide cronica, neoplasia mieloproliferativa maligna, caracteriza-se por alteragées no
desenvolvimento de linhagens granulares. As terapias disponiveis apresentam limitacbes,
fazendo-se necessaria a busca por tratamentos alternativos. A Eremanthus erythropappus (EE),
destaca-se pela producéo do 6leo essencial (OE) rico em alfa-bisabolol (a-B), sustancia com
propriedades antitumorais. Este trabalho investigou a acéo citotéxica do OE de EE sobre células
K-562 e fibroblastos 3T3, e a acdo do a-B isolado sobre os fibroblastos 3T3. As células K-562 e
3T3 foram cultivadas com diferentes concentracdes do OE e do a-B isolado. A avaliagdo do
potencial citotoxico foi realizada pela reducdo do sal tetrazélico apés 24 horas de exposicao.
Observou-se que as células testadas sdo sensiveis de forma concentracdo-dependente aos
efeitos toxicos dos produtos testados apds 24 horas de exposicdo. Entretanto, apesar do OE ter
88% de a-B, seu perfil de citotoxicidade difere em relagdo ao a-B isolado, sendo este capaz de
exercer menor efeito citotoxico sobre os fibroblastos. Em relacdo ao OE, seus demais
constituintes precisam ser melhor avaliados a fim de identificar qual(is) o(s) componente(s)
responsavel(eis) pela elevada citotoxicidade encontrada para fibroblastos 3T3.
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EVALUATION OF THE CITOTOXICITY OF THE ESSENTIAL OIL OF Eremanthus
erythropappus ON K-562 CELLS

ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia, a malignant myeloproliferative neoplasm, is characterized by the non-
development of granular lineages. Despite the available therapies, these present limitations thus
being necessary more effective therapies. Eremanthus erythropappus (EE) it is known by the
production of essential oil (EO) rich in alpha-bisabolol, substance with antitumor properties. This
work investigated the cytotoxic action of the EO of Eremanthus erythropappus on K-562 cells and
3T3 fibroblasts, as well as of isolated alpha-bisabolol (a-B) towards 3T3 fibroblasts. K-562 and 3T3
cells were placed in cell culture plates with different concentrations of EO and a-B isolate. The
evaluation of cytotoxic potential was performed by reduction of tetrazolium salt after 24 hours
exposure. It was observed that the tested cells were sensible to the toxic effects of the tested
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products in a concentration-dependent way, after 24 hours exposure. However, despite the fact
that the EO presents 88% of a-B, its different cytotoxicity profile in relation to isolated a-B, being
this capable of exerting less cytotoxic effect on fibroblasts. In relation to the EO, its further
constituents need to be better evaluated in order to identify which component(s) are responsible for
the high cytotoxicity found towards 3T3 fibroblasts.

Keywords: Chronic myeloid leukemia. Medicinal plants. Fibroblasts. Biological assay.

INTRODUCAO

A leucemia mieloide cronica (LMC) é uma doenca hematoldgica caracterizada pela alteracéo
no desenvolvimento das linhagens de leucdcitos granulares, principalmente neutréfilos e
corresponde de 15 a 20% de todas as leucemias, com incidéncia de 1 a 2 casos a cada 100.000
pessoas®”. Em funcdo das desvantagens associadas ao tratamento medicamentoso da LMC,
existe uma crescente busca por novas drogas citotdxicas e citostaticas, com ac¢des antitumorais,
porém mais seletivas, com menor incidéncia de toxicidade sistémica. Dessa forma, novos agentes
guimioterdpicos, especialmente de origem vegetal, que sejam menos téxicos e/ou que possuam
um espectro de atividade antitumoral mais amplo, sdo pesquisados.

Os oOleos essenciais (OE) se originam do metabolismo secundario de plantas sendo obtido
através de flores, botbes, frutos, raizes, folhas, galhos, etc. Se apresentam como compostos
volateis aromaticos como terpenos e seus derivados®. Pertencente a familia Asteraceae, a
Eremanthus erythropappus (EE) é uma arvore heliéfila nativa do Brasil, popularmente conhecida
como “Candeia-da-serra”. No Brasil possui ocorréncia nas regibes norte (Pard, Rondbénia),
Nordeste (Bahia, Ceara, Pernambuco, Sergipe), centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso) e sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o
Paulo)®.

O OE da madeira de EE apresentam uma alta concentracdo de alfa-bisabolol (a-B) com teor
de até 93,1%, sendo uma importante fonte de a-B®. O a-B apresenta diversas propriedades
descritas na literatura como acdo anti-inflamatéria, antioxidante, anticolinesterasica,
antibacteriana, antialérgica, anticancerigena e antiflogistica. Além disso, diversos estudos relatam
a citotoxicidade dos OE e seu potencial antitumoral, ressaltando a importancia da agéo terapéutica
do OE de EE e de seus constituintes bioativos®*?, e apesar de estudo anterior avaliando o
potencial citotoxico do a-B sobre as células da linhagem K-562"%, ainda ndo ha relatos na
literatura sobre a atividade do OE de EE nesta linhagem. Ainda, a raz&o para testar o OE de EE,
mesmo sabendo de seu elevado teor de a-B, baseia-se no fato de que os OE derivados de
plantas podem muitas vezes apresentar melhor atividade terapéutica do que seus principais
componentes isoladamente, isto talvez pela acdo sinérgica entre os constituintes quimicos do
OE™),
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No presente estudo avaliou-se o efeito citotoxico in vitro do OE de EE em células da
linhagem K-562, bem como sobre as células basais da linhagem de fibroblastos 3T3. Os
fibroblastos 3T3 foram escolhidos para o presente estudo pois, segundo estudos de validag&o
realizados pelo National Toxicology Program (NTP), Interagency Center for the Evaluation of
Alternative Toxicological Methods (NICEATM) e pelo European Center for the Validation of
Alternative Methods (ECVAM), estes sdo uma das linhagens recomendadas para a realizacédo de
testes de citotoxicidade, os quais devem ser rotineiramente considerados antes da realizacdo de
estudos de toxicidade aguda camundongos“®.

Dessa forma, sabendo-se que o OE extraido da madeira da EE é rico em a-B e que este,
por sua vez, tem propriedades antitumorais ja descritas na literatura, o presente trabalho objetivou
avaliar o efeito citotoxico do OE de EE sobre a linhagem celular leucémica K-562, visto que nao
hé& registros na literatura da acéo citotoxica do referido OE sobre esta linhagem, além de investigar
o efeito do OE e EE e do a-B isolado na viabilidade de fibroblastos 3T3.

METODOLOGIA
Aspectos éticos

O presente estudo dispensa aprovacédo pelo Comité de Etica, ja que foram utilizadas

linhagens celulares estabelecidas e imortalizadas em laboratério.
Obtencédo do 6leo essencial de Eremanthus erythropappus e do alfa-bisabolol

O OE extraido do caule da EE foi gentiimente cedido pela empresa Atlantica S.A. A
madeira colhida no campo ou no manejo sustentado passou por picador para tornar o material
particulado com baixa granulometria, de modo a facilitar a extracdo do OE. Apdés picada, foi
colocada em dornas e submetida a extracéo por arraste de vapor d’agua, a presséo de 0,8 a 1,8
kgf/lcm?, durante 4 h. Na etapa seguinte, o OE obtido de EE foi neutralizado com uma solucéo
alcalina e enviado para um destilador onde foi separado do hidrolato®*”.

Ao passo que, para isolar o a-B, foi utilizada uma coluna cromatografica de 36 cm x 18 mm,
empacotada com silica-gel. Foram pesados 0,2 gramas de OE. A eluicao ocorreu em gradiente de
hexano:éter dietilico, com as seguintes proporcdes: 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5. As fracdes foram
coletadas e posteriormente avaliadas por cromatografia de camada delgada, tendo como eluente
hexano/éter etilico na proporcéo de 7:3 e o acido fosfomolibdico como revelador. A identificagcao
do analito foi realizada em comparacdo com um padrédo obtido na Sigma-Aldrich. Foi utilizado o
equipamento Clarus SQ 8S CGEM da Perkin-Elmer, espectrébmetro de massas com fonte de
ionizagdo por impacto eletrébnico e analisador quadrupolar simples (Q). Coluna Elite-5MS; He -
fluxo de 1,0 mL/min; injetor 250°C, Coluna: 50°C, 0-4 min, aquecimento 5°C/min até 240°C,
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aquecimento 15°C/min até 260°C, 260°C/2 min; volume de inje¢cao 1,0 pL (1% p/v em Hexano);
split 1:50; presséo da coluna 100 kPa; temperatura da interface 250 °C; ionizagdo por impacto de
elétrons (70 eV) operando no modo SIR. A quantidade de a-B presente na amostra de OE foi de
aproximadamente 88%. A estrutura elucidada por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de carbono 13 (RMN de '°C) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
Hidrogénio 1 (RMN de 'H). Os espectros foram processados no equipamento Bruker a 100 e 400

MHz, respectivamente, usando CDCl; como solvente.
Cultivo e manutencao das células K-562 e 3T3

As células K-562 e 3T3 foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Farmacologia e
Toxicologia Celular da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goids - Regional
Goiania.

O cultivo das células K-562 foi realizado em frasco contendo meio RPMI-1640 contendo
10% de soro fetal bovino (SFB) inativado e armazenadas em estufa a 37°C com 5% de CO,. A
suspensdo celular contida no frasco foi aspirada e colocada em um tubo tipo Falcon estéril e
posteriormente centrifugado por 5 min a 1.500 rpm, o sobrenadante foi desprezado e as células
foram ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI-1640 para uma posterior contagem, manutencao
ou plaqueamento.

Ja as células 3T3, foram cultivadas em garrafa contendo Meio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) contendo 10% de SFB inativado e foram armazenadas na estufa a 37°C com
5% de CO,. Por serem aderentes, as células 3T3 foram submetidas a procedimentos a fim de
desprendé-las da parede. Assim, foram adicionados 5 mL de Tamp&do Fosfato-Salina (PBS)
lentamente, sobre as paredes da garrafa de cultura. Entdo, o PBS foi retirado e adicionado 1 mL
de tripsina. A garrafa foi colocada na estufa a 37°C por aproximadamente 3 min, agitada a fim de
desprender as células aderidas, e entdo observada em microscépio invertido. Posteriormente a
garrafa foi levada ao fluxo laminar para a inativacdo da tripsina. Foram adicionados 1 mL de SFB
e a garrafa foi agitada lentamente. Foram entdo adicionados 5 mL de meio DMEM no interior da
garrafa para a lavagem da parede. Apés a realizagdo destes processos, foram retirados 5 mL do

volume para posterior contagem, manutengéo ou plagueamento.
Contagem de células K-562 e 3T3

A contagem de células foi realizada em contador automatico (Automated Cell Counter TC20,
Bio-Rad, Califérnia, EUA). Para tal, em um eppendorf foram colocados 10 pL de azul de Trypan
0,40% e 10 uL de suspensao celular. Apés serem homogeneizados, foram colocados 10 pL na

lamina sendo entdo a lamina inserida no contador. Assim, em aproximadamente 30 segundos, 0

PARISE MR. Avaliagdo da citotoxicidade do 6leo essencial de eremanthus erythropappus sobre células k-
562. Revista Saude & Ciéncia online, v. 10, n. 1, (janeiro a abril de 2021). p. 58-70.
61



REVISTA SAUDE & CIENCIA ONLINE
ISSN 2317-8469

namero de células e a viabilidade em porcentagem foi mostrada e, a partir do resultado, os valores
foram utilizados na formula de Determinacdo do Volume Celular para realizar o plaqueamento.
Através do aparelho, também foi possivel obter dados da viabilidade celular, sendo o ideal

resultados de viabilidade = 90%.

Diluicdo seriada do 6leo essencial de Eremanthus erythropappus e plaqueamento das
células K-562 e 3T3

A diluicdo do OE de EE foi realizada seguindo a sequéncia de concentragdes: 200 pg/mL,
100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,125 pg/mL, 1,563 pg/mL, 0,7815
po/mL e 0,390 pg/mL. A diluicdo foi realizada da seguinte forma: No 1° Eppendorf: foram
adicionados 40 pL de OE de EE e 2 yL de DMSO a 1%, e ap0s adicionados 158 uL de meio
RPMI-1640, posteriormente a amostra foi colocada no vortex (Agitador de solugbes AP56 —
Phoenix Luferco); nos demais Eppendorfs: foram adicionados 100uL de meio RPMI-1640. A
diluicdo foi realizada com passagem de 100uL do primeiro eppendorf para o segundo e assim
consecutivamente.

As células K-562 e 3T3 foram plaqueadas em placas de cultura celular com 96 pogos de
fundo redondo e chato, apropriadas para células em suspensdo e aderidas respectivamente,
utilizando as células obtidas a partir do resultado da Determinacdo do Volume Celular necessario
para cada poco da placa e suspendidas em meio RPMI-1640 com 10% de SFB inativado. A
adicdo do composto teste ocorreu da menor para a maior concentragdo, da direita para a
esquerda da placa. A placa permaneceu por 24 horas na estufa a 37°C antes da adi¢cdo do sal
tetrazolico (MTT).

Avaliagdo da citotoxidade das células K-562 e 3T3

A avaliagdo do potencial citotoxico do OE de EE foi realizada pelo método da reducdo do
MTT, utilizado para avaliar a viabilidade das células. Ao incubar células com o MTT, ocorre a
reducdo desse composto pelas enzimas mitocondriais, ocorrendo uma alteragdo da coloragéo
amarelada do sal para a cor arroxeada, formando cristais de formazana. A formagéo dos cristais
de formazana é proporcional a funcionalidade da cadeia respiratéria das mitocondrias™®*?.

Trés horas antes da revelagéo, as placas com as células K-562 e 3T3 foram retiradas da
estufa e levadas para a capela de fluxo laminar onde foram adicionados 10 pL de MTT (5 mg/mL)
nos 96 pocos de cada placa. Ao completar as 24 h de incubacéo, todo o contetdo das placas foi
desprezado, e foram adicionados 100 pL de DMSO para a solubilizacdo dos cristais de formazana

eventualmente formados.
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As placas foram agitadas por 20 min e a leitura foi realizada a 540 nm em leitor de
microplacas para obtencdo de resultados. A absorbancia obtida das células ndo tratadas foi
considerada como 100% de viabilidade celular. As absorbancias obtidas para cada concentracdo
testada foram utilizadas para calcular graficamente a relagdo dose-resposta (concentragdo x
viabilidade celular), obtida através de analise de regressao linear com limite de confianca de 95%
e o indice de citotoxicidade (IC) foi obtido através de equacéo da reta gerada.

Analise Estatistica

A interpretacdo dos resultados foi realizada através da analise de variancia (ANOVA), sendo
5% o nivel de significancia adotado (p < 0,05). Para a realizacao desta analise foi utilizado o teste
de Tukey através do programa Graph Pad Instat versdo 3.10. Foram realizados trés experimentos

independentes e os resultados foram expressos como média + desvio padrao.
RESULTADOS
Purificacdo e caracterizagéo do alfa-bisabolol

Para confirmar a caracterizagdo molecular do a-B obtido do OE comercial, esse composto
foi isolado da amostra por separacdo cromatogréfica e caracterizado por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN de **C) e de Hidrogénio 1 (RMN de *H).

O a-B, 6leo viscoso incolor, féormula molecular confirmada como CisH,sO por
espectrometria de massa em m/z 222. **C-RMN (100MHz, CDCl;) 8/ppm: 23,36 (C1), 74,33 (C2),
40,12 (C3), 23,30 (C4), 124,59 (C5), 134,14 (C6), 17,68 (C7), 23,22 (C8), 42,99 (C1’), 22,08 (C2"),
120,56 (C3’), 131,72 (C4’), 31,05 (C5'), 26,94 (C6’), 25,72 (C7’). *H RMN (400MHz, CDCl;) &/ppm:
5,37-5,38 (H3’, m, 1H), 5,11-5,15 (H5, m, 1H), 1,98-2,09 (H2’, m, 2H), 1,98-2,09 (H5', m, 2H),
1,75-1,91 (H4, m, 2H), 1,69 (H7’, s, 3H), 1,65 (H8, s, 3H), 1,62 (H7, s, 3H), 1,55-1,60 (H1’, m, 1H),
1,47-1,52 (H3, m, 2H), 1,26-1,34 (H6’, m, 2H), 1,11 (H1, s, 3H). A atribuicdo dos sinais de
hidrogénio foi feita por comparagdo com os valores encontrados na literatura para a-B (**C RMN e
'H RMN, CDCls).

Determinacéo da viabilidade celular das células K-562 e 3T3 utilizando o sal de MTT
Avaliacdo da citotoxicidade do solvente DMSO (Controle do veiculo)

Como o OE de EE e o a-B isolado ndo se dissolvem em meio aquoso (RPMI-1640), sendo o
DMSO empregado no presente trabalho por melhor diluir as substancias dentre outros solventes
testados. Em todos os experimentos realizados, o DMSO foi adicionado as células K-562 e 3T3 na

concentracdo de 1% pelo periodo de 24 h a fim de verificar se tal concentragdo poderia ser
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citotoxica, constituindo, portanto, um controle do solvente. Tal concentragdo foi a maxima
concentragcdo de DMSO utilizada para auxiliar na mistura do OE de EE e do a-B isolado com o
meio RPMI-1640. Verificou-se que na concentragdo de 1% o DMSO ndo foi citotoxico em relacdo
as ceélulas K-562 incubadas somente com RPMI-1640-C (Controle Negativo) (p > 0,05), mantendo

a viabilidade celular das células K-562 na porcentagem média de 98,75 + 0,74 e das células 3T3
em 98,86 + 0,40.

Avaliacdo da citotoxicidade do 6leo essencial de Eremanthus Erythropappus sobre as
células K-562 e 3T3

Nos ensaios para determinacdo da citotoxicidade, verificou-se que as células leucémicas da
linhagem K-562, bem como as células da linhagem de fibroblastos 3T3, sdo sensiveis ao potencial
téxico do OE de EE. Os valores de ICs, tanto para células K-562 quanto para células 3T3 apés 24
h de exposicdo, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. indice citotoxico (ICsg) do 6leo essencial de Eremanthus erythropappus.

Linhagem ICs0”
K-562" 27,40 + 2,32
373t 3,12+ 0,91

1x10° células/mL (1x10° células/cavidade).
#Valores do ICs, determinados por uma regressao linear, expressos em pg/mL e apresentados como média

+ desvio padrédo de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

Observou-se que a citotoxicidade para as células K-562 e 3T3 mostrou-se concentracao-

dependente e inversamente proporcional pois, a medida que a concentracdo aumentou, a
viabilidade diminuiu (Figura 1).
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Figura 1. Relagdo concentracdo pg/mL x viabilidade (%) dos compostos para células K-562 e 3T3 apoés 24
horas de exposicao ao 6leo essencial de Eremanthus erythropappus. Cada ponto e barra representam a
média + desvio padrdo, respectivamente, de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A
células K-562 e B células 3T3.

Avaliacao da citotoxicidade do a-B sobre as células 3T3

Nos ensaios para determinacdo da citotoxicidade do a-B, verificou-se que os fibroblastos da
linhagem 3T3 sao sensiveis ao potencial téxico do a-B. O valor médio do ICsq para as células
basais ap6s 24 h de exposicdo € mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. indice citotoxico (ICs) do alfa-bisabolol.

Linhagem ICso°

373t 30,23 +2,19

1x10° células/mL (1x10° células/cavidade).
*Valores do ICs, calculados determinados por uma regressao linear, expressos em pg/mL e apresentados

como média + desvio padréo de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos com relagdo ao ICsy apos 24 h de exposicdo do OE de EE as células
K-562, demonstrou atividade citotoxica do OE de EE, evidenciada pela diminui¢cdo da viabilidade
celular, utilizando-se a técnica colorimétrica descrita por Mosmann em 1983 para avaliacdo de
viabilidade celular pela reducdo do sal de MTT®®, Ainda, observou-se que o potencial citotéxico
do OE de EE aumenta de acordo com o0 aumento da concentracdo, ou seja, € concentracao-
dependente (Figura 1). Da mesma maneira, 0 OE de EE demonstrou ser citotdxico para células
3T3 apds 24 h de exposicdo, de uma maneira concentracao-dependente. No entanto, conforme é
possivel observar na Tabela 1, o ICs, do OE de EE é menor para os fibroblastos se comparado ao
IC5o para as células K-562, ou seja, a concentracdo capaz de promover a morte de 50% dos
fibroblastos é aproximadamente 9 vezes menor que a necessaria para promover a morte de 50%
das células K-562, indicando que a concentracdo que teria atividade citotoxica nessas células é
inviavel pois seria extremamente téxica para fibroblastos.

S&0 escassos 0s estudos sobre 0 mecanismo de acdo dos OE, visto que muitas vezes a
composicao quimica complexa da maioria destes 6leos dificulta a especificidade de agdo. Sendo
assim, atividade citotdéxica do OE ndo pode ser atribuida a um Unico mecanismo de agéo, visto
que os diversos grupos quimicos presentes no OE envolvem diversos sitios de a¢éo na célula.

Assim como no caso OE de EE, a incubagé&o do a-B por 24 h com as células 3T3 resultou na

diminuicdo da viabilidade destas células de forma concentracdo-dependente. Por sua vez, foi
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preciso usar uma concentracao de a-B isolado cerca de 10 vezes superior a concentragdo do OE
de EE para exercer o mesmo efeito citotoxico sobre 50% dos fibroblastos 3T3, isto significa que o
a-B isolado exerceu menor efeito citotoxico sobre estas células, o que possivelmente garante
maior seguranca de uso do a-B isolado em comparacédo ao OE de EE, por este assegurar maior
viabilidade das células basais 3T3.

Corroborando nossos achados, Darra e colaboradores demonstraram que o a-B tem
atividade antitumoral especifica sobre células tumorais pancreaticas sem afetar a viabilidade dos

@9 Ainda, Cavalieri e

fibroblastos, 0 que € promissor visto que demonstra certa seletividade
colaboradores, também demonstraram atividade antitumoral seletiva do a-B sobre células de
glioblastoma®. Tal atividade preferencial pelas células tumorais deve-se provavelmente ao fato
do a-B entrar nestas células através de microdominios funcionais da membrana lipidica
enriquecidos por lipideos, as chamadas balsas lipidicas®?, estruturas estas que estdo presentes
em maior quantidade nas células tumorais‘®?.

No nosso estudo, ndo avaliamos a citotoxicidade do a-B isolado frente as células leucémicas
K-562. No entanto, Bonifacio e colaboradores (2012) o fizeram e encontraram um ICso de 73 + 9
uM®®_ Em relacéo ao ICs, que encontramos do a-B frente as células 3T3 (30,23 + 2,19 ug/mL),
convertendo este valor a UM encontramos uma concentragdo média de 106,2 uM. Ou seja, o a-B
apresenta ICs, para as células K-562 inferior ao ICso para as 3T3, 0 que significa que consegue
promover citotoxicidade em 50% das células leucémicas em uma concentragdo inferior a
necessaria pra ser citotoxico a 50% dos fibroblastos 3T3.

Baseado no exposto, podemos dizer que, apesar do OE de EE ter o a-B como principal
constituinte, seu perfil de citotoxicidade difere em relacdo ao a-B isolado, sendo o a-B isolado
capaz de exercer maior efeito citotoxico sobre as células K-562 do que sobre fibroblastos,
caracteristica desejavel e que o OE de EE nao apresentou. Sendo assim, 0s demais constituintes
do OE devem ser em parte ou totalmente responsaveis pelos efeitos citotoxicos menos
pronunciados sobre células leucémicas K-562 e mais pronunciados para as células 3T3.

A andlise da composi¢éo quimica do OE de EE empregado no presente estudo demonstrou
gue 88% do OE continha a-B. Este achado esta de acordo com os dados obtidos por Silvério
(2013), no qual o OE obtido dos galhos de EE colhida no estado de Minas Gerais, apresenta
93,1% de a-B. O autor também identificou o B-elemeno (-e) como constituinte do OE (5,6%), ja
0s 1,3% de componentes restantes ndo foram identificados™.

Diferencas no teor e na composi¢cdo quimica de OE extraidos de uma mesma espécie
ocorrem frequentemente, uma vez que a producao de metabdlitos secundarios, entre eles os OE,
é fortemente influenciada pelo ambiente ao qual o organismo produtor esta inserido, sendo os

fatores responséveis por tais variagbes a sazonalidade, ritmo circadiano, idade e o
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desenvolvimento da planta, bem como os diferentes 6rgéos vegetais, temperatura, disponibilidade
hidrica, nutrientes, altitude, composicéo atmosférica e ataque de patégenos e herbivoros®?.

Neste sentido, é possivel que haja certa similaridade na composicéo quimica do OE obtido
de galhos de EE e analisado no estudo de Silvério com o OE também obtido de galhos de EE e
empregado em nosso estudo devido a mesma parte da planta empregada; e, especialmente, pelo
fato da regido de coleta ser a mesma, envolvendo, portanto, mesmas condi¢cbes climaticas e
geograficas, no caso o estado de Minas Gerais®.

O B-e tem sido eficaz na China no tratamento de leucemias e carcinomas no cérebro,
mama, figado, dentre outros tecidos. As maiores vantagens do B-e como um agente antitumoral
sdo: (i) tem um amplo espectro de acdo sobre diversos tipos de tumores, incluindo aqueles
resistentes a drogas, (i) ndo causa a resisténcia a mdltiplos farmacos e pode reverter a
resisténcia a outras drogas, (iii) tem baixa toxicidade e é, portanto, bem tolerado por pacientes
com cancer. O mecanismo de acdo do [(-e permanece desconhecido. Estudos recentes
demonstraram que a inibigcdo da proliferacdo pelo -e estava correlacionada com a interrupcao de
fase G2-M em células leucemicas HL-60 e K-562. Além disso, o B-e demonstrou desencadear
apoptose em células de glioma SHG-44 e leucémicas K-562, e a apoptose induzida pelo B-e foi
associada com a reducao da expressao da proteina Bcl-2. Contudo, os mecanismos subjacentes
a detencdo de G2-M e a morte celular apoptoética desencadeada pelo B-e ndo estédo
elucidados®2,

Caso, de fato, o0 OE de EE empregado em nosso estudo contenha o (3-e e o a-B, ambos
poderiam agir de modo sinérgico visto que ambos possuem atividade antitumoral descrita na
literatura conforme exposto na presente discussao.

O estudo de Zou e colaboradores em 2013 demonstrou que o B-e agiu de forma sinérgica
com os farmacos quimioterapicos taxanos paclitaxel e docetaxel contra células de cancer de
ovario e de prostata in vitro. Ainda, os autores observaram que a co-administracdo de B-e e um
taxano em concentracdes muito baixas (um) aumentou drasticamente a taxa de formacdo de
micronucleo e a percentagem de interrup¢do mitdtica em ambas as linhagens celulares de cancer
do ovério testadas, em comparagdo com o tratamento com qualquer dos dois agentes
isoladamente. Alias, o tratamento com 3-e por si s6 ndo causou um aumento significativo na taxa
de formacdo de micronucleo ou na percentagem de interrup¢do do ciclo celular em comparagéo
com as taxas nas células de controle nao tratado. Consistente com estes dados, o tratamento das
Células com B-e mais um taxano reduziu notavelmente a viabilidade celular e aumentou a
apoptose celular. Um mecanismo que foi proposto pelos autores para explicar a eficacia citotdxica
reforcada deste tratamento de combinagcéo é um aumento induzido por B-e no influxo de taxanos

nas células cancerosas através do aumento de sua permeabilidade, os autores também
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propuseram que o 3-e pode competir com os taxanos por sitios na bomba de efluxo, aumentando,
portanto, o acumulo intracelular e a atividade dos taxanos ou ainda, levantam que a acgéo
antitumoral sinérgica do taxano com o 3-e pode resultar em inducdo da apoptose e maior bloqueio
do ciclo celular®,

Com base neste estudo, € possivel que o B-e aumente o influxo do a-B nas células K-562 e
3T3, ou que haja competicdo com o a-B por sitios na bomba de efluxo, de modo que a atividade
citotoxica do OE de EE seja mais pronunciada nas linhagens celulares testadas comparado ao a-
B isolado.

Considerando os resultados apresentados, é importante ressaltar que os dados de
experimentagdo in vitro ndo devem ser comparados com 0S pProcessos que ocorrem um
organismo vivo. No processo de incubacéo in vitro h4 um acumulo de metabdlitos no meio de
cultura devido a auséncia das vias de biotransformacéo e excrecdo como normalmente ocorre in
vivo, causando efeito nocivo que pode superestimar a toxicidade de substancias®”. Sendo assim,
testes in vitro apenas auxiliam e direcionam a realizagdo de novas pesquisas farmacoldgicas de
maior complexidade. Resultados de testes in vitro devem ser analisados apenas como parte dos
ensaios necessarios para aplicacdo terapéutica dos compostos e para posteriores testes in vivo.

CONCLUSAO

Nossos achados permitiram concluir que os tipos celulares testados (células leucémicas K-
562 e fibroblastos 3T3) sdo sensiveis aos efeitos téxicos do OE de EE e que os fibroblastos 3T3
séo sensiveis ao a-B, sendo que tais efeitos mostraram-se ser concentragdo dependente apos 24
h de exposi¢ao. No entanto, apesar do OE de EE ter o a-B como principal constituinte, seu perfil
de citotoxicidade difere em relacdo ao a-B isolado, sendo o a-B isolado capaz de exercer menor
efeito citotdéxico sobre os fibroblastos 3T3, caracteristica desejavel e que o OE de EE néo
apresentou. No que diz respeito ao OE de EE, os demais constituintes do OE precisam ser
avaliados isoladamente ou de forma combinada com o a-B a fim de identificar qual(is) o(s)

componente(s) responsavel(eis) pela elevada citotoxicidade encontrada para fibroblastos 3T3.
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