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Avaliacdo in vitro da atividade antitumoral do 6leo essencial de Ocotea porosa
(Nees & Mart) Barroso.
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Resumo

O Brasil carece de estudos sobre sua fauna e flora, muitos produtos derivados de
fontes naturais vém sendo estudados e utilizados como fonte de extratos e
moléculas com potencial terapéutico. A espécie Ocotea porosa, pertencente a
familia Lauraceae, € uma planta nativa da América do Sul, pouco investigada em
sua atividade anticancer, considerando que espécies dessa familia e género, em
especial, sdo utilizadas amplamente na medicina popular. Objetivando analisar os
efeitos citotoxicos do Oleo essencial de O. porosa e possiveis alteracdes
morfolégicas induzidas em células de linhagens de melanoma murino (B16F10),
fibroblasto murinho (McCoy) e adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), foram
realizados ensaios de citotoxicidade e microscopia 6tica para averiguar a viabilidade
celular e as alteracdes morfologicas induzidas pelo 6leo. O IC50 encontrado para as
linhagens foi: 9,23 ug/mL (McCoy), 8,82 ug/mL (B16F10) e 185,4 ug/mL (MCF-7).
Foram encontradas alteragcdes morfoldgicas compativeis com processo de morte
celular por apoptose. O baixo IC50 encontrado para a linhagem B16F10 justifica a
continuacao dos estudos com o 6leo de O. porosa para atividade anticancer.

Introducéo

Plantas da familia Lauraceae sdo amplamente utilizadas na medicina popular,
desempenhando diferentes fungBes contra varias doencas e o género Ocotea
apresenta o maior numero de espécies medicinais (FILHO et al, 2015).

Das 350 espécies desse género a maior parte estd distribuida na regiao
neotropical (MABBERLEY, 1997). Essas plantas sdo utilizadas com frequéncia para
o tratamento Ulceras, picadas de cobra, diarreias, neuralgia, indigestdo e dores em
geral, além de demandas econdmicas e ecoldgicas (COUTINHO et al, 2006). Em
espécies analisadas constituintes deste género, sdo encontrados compostos da
familia dos terpenos, presentes em 6leos essenciais extraidos de diferentes regides
das plantas (TAKAKU et al, 2007). Os terpenos sdo metabdlitos secundarios
encontrados em diferentes produtos naturais, constituem o0 maior grupo de
fitoquimicos naturais, apresentam grande abrangéncia de utilidades como anti-
inflamatorios, analgésicos, antipiréticos, cardiotbnicos e em alguns estudos exibe
citotoxicidade em linhagens celulares e vem recebendo destaque como potenciais
agentes inibidores de proliferacéo celular (FERREIRA, 2014).

A espécie Ocotea porosa, também conhecida como imbuia, canela-imbuia,
canela-preta ou canela-broto, é nativa da regido Sul do Brasil, encontra-se em
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regides de sub-bosque de florestas de Araucarias, mas também se encontra em
areas mais abertas (LORENZI, 2008).

Tendo em vista a importancia do uso medicinal do género Ocotea e a
auséncia de estudos anti-cancer da espécie O. porosa, 0 presente trabalho teve o
objetivo de avaliar os efeitos citotoxicos in vitro do 6leo essencial de Ocotea porosa
(Nees & Mart) Barroso.

Materiais e Métodos

Coleta do 6leo essencial e linhagens celulares.

O material botéanico utilizado foi coletado no municipio de Unido da Vitodria,
Estado do Parani. O método de extracdo do 6leo essencial a partir das folhas foi a
hidrodestilacdo utilizando o aparelho de Clevenger. As linhagens de células
utilizadas foram a de fibroblasto murino (McCoy, ATCC® CRL-1696™), melanoma
murino (B16F10, ATCC® CRL-6475™) e adenocarcinoma de mama humano (MCF-
7, ATCC® HTB-22™). Todas as linhagens foram crescidas em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), estreptomicina (100 mg/L) e
penicilina (100 UI/L) mantidas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO..

Ensaio de Citotoxicidade com MTT.

As células foram adicionadas em placas de 96 pocos, acrescidas de meio
RPMI. Ap6s 24 h o meio RPMI foi retirado e aos pogos com as células foram
acrescentadas concentracdes decrescentes do Oleo essencial (7.700, 770, 77, 7,7 e
0,77 pg/mL) diluido em RPMI. ApGs 72 h o tratamento foi retirado e as células foram
incubadas com 100uL de uma solucdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2, 5-difenil-2H-tetrazolio, 5ug/mL). Depois de 2 h o excesso de MTT foi removido e
foi acrescentado alcool isopropilico acido para dissolver os cristais de formazan. A
cor formada foi mensurada em 550 nm em leitor de microplacas. Os experimentos
foram realizados em quadruplicata e repetidos trés vezes. O controle foi realizado
em pocos contendo as células, mas sem a adicdo do éleo.

A porcentagem de células viaveis foi calculada utilizando-se a seguinte
férmula: %viabilidade = (média da absorbancia dos pocos tratados — absorbancia do
branco) *100 / (média da absorbancia dos poc¢os controle — absorbancia do branco),
sendo considerado 100% a média da absorbancia dos controles negativos.

Céalculo do IC50 e indice de seletividade (IS).

Por meio de uma curva de regresséo linear, onde o0 eixo x representa a
concentracdo de tratamento e 0 eixo y a porcentagem de viabilidade celular
encontrada, foi possivel calcular a concentracéo do 6leo de O. porosa capaz de inibir
50% da viabilidade celular (IC50). Essa concentracéo foi obtida usando o programa
GraphPad Prisma, versao 7.00. Apos esse resultado foi calculado o IS (indice de
seletividade), uma razdo entre o IC50 de células normais e as células tumorais, para
poder determinar a seletividade do 6leo por células tumorais.

Analise morfoldgica.

Foram feitas analises morfolégicas das células na concentracdo de 77ug/mL.
As células (5.000) foram plaqueadas sobre laminulas redondas estéreis depositadas
no fundo dos pocos de placas de 24 pocos. Apos 24 h foram tratadas com o 6leo de
O. porosa na concentracdo citada acima. Depois de 24 h de tratamento, foram
lavadas com RPMI e fixadas com formol 2% em solugao salina tamponada (PBS)
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por 10 minutos. Depois de fixadas as células foram coradas com o corante
hematologico May-Grinwald-Giemsa e as altera¢cdes morfoldgicas observadas em
microscopia convencional utilizando objetiva de imerséo.

Andlise estatistica.

Os dados foram submetidos aos testes de distribuigdo normal Shapiro-Wilk e
Bartlett e posteriormente analisados por ANOVA de uma via e pos teste de Tukey,
com nivel de significancia de p<0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o
software estatistico GraphPad Prism (verséo 5.01, San Diego, Califérnia, EUA).

Resultados e Discussao

O oleo essencial extraido das folhas de O. porosa foi capaz de reduzir a
viabilidade celular de todas as linhagens testadas (figura 1). A reducédo de
viabilidade foi significativa nas concentracbes de 7.700 a 7 pug/mL em relacdo ao
controle. Especula-se que a citotoxicidade encontrada se deve principalmente aos
terpenos que podem estar presentes nesta espécie do género Ocotea, comumente
encontrado em outras plantas desse género segundo Takaku et al (2007).
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Figura 1. Viabilidade celular ap6s 72 horas de exposicdao a diferentes
concentragcbes do o6leo de O. porosa pelo método do MTT. A — McCoy, B —
B16F10, C — MCF-7. Cada barra representa a média + o erro padrédo da média de 3
experimentos diferentes realizados em quadruplicata. ANOVA de uma via e pos teste
de Tukey. Foi considerado significativo p<0,05. *p<0,05, ** p<0,01 e ***p<0,001.

A partir dos resultados de citotoxicidade, foram obtidos os dados de IC50 para
todas as linhagens: 9,23 ug/mL (McCoy), 8,82 pg/mL (B16F10) e 185,4 ug/mL (MCF-
7). O resultado encontrado demonstra maior atividade citotoxica nas linhagens
McCoy e B16F10 que para as células MCF-7. Os valores de IS obtidos foram: 1,05
(B16F10) e 0,05 (MCF-7). Resultados menores do que 2 demonstram acao
inespecifica do Oleo para as células neoplasicas em relacdo a ndo neoplasica.
Ayesh, Abed e Faris (2014) sugerem que para um composto ser considerado de
baixa toxicidade e com boas chances de ser uma nova droga anticancer, deve
apresentar um IS superior a 2.

Considerando os resultados anteriores € possivel perceber que o 6leo de O.
porosa foi citotoxico para as linhagens testadas. Com o objetivo de evidenciar qual o
processo de morte celular pode estar envolvido na citotoxicidade induzida pelo 6leo
de O. porosa, foi realizado um ensaio de analise morfolégica. O 6leo de O. porosa
foi capaz de induzir alteracdes morfolégicas caracteristicas de um processo de
morte celular por apoptose, como formacéo de blebs, condensacéo de cromatina e
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arredondamento celular (MEER ET AL, 2010). As imagens nao foram apresentadas
devido ao limitado espaco destinado ao resumo.

Conclusdes

O Oleo essencial de O. porosa apresentou maior citotoxicidade nas linhagens de
células ndo neoplasicas (McCoy) e neoplasicas (B16F10). Para que a viabilidade
destas linhagens diminuisse em 50% foi necesséaria, respectivamente, uma
concentracdo de 9,23 yug/mL e 8,82 pg/mL de Oleo essencial, ja para a linhagem
MCF-7 (adenocarcinoma humano) foi necesséaria uma concentracdo maior para que
o IC50 seja atingido, correspondendo a 185,4 ug/mL. As células incubadas com o
Oleo apresentaram alteracfes compativeis com processo de apoptose celular. O
baixo IC50 encontrado para a linhagem de melanoma justifica a continuacdo dos
estudos com o 6leo essencial de O. porosa.
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