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MACHADO, Maria Luisa de Almeida Alves. Investigacao da atividade citotoxica
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RESUMO

O céancer representa um dos principais desafios de saude publica global,
caracterizando-se pelo crescimento descontrolado de células com potencial invasivo
e metastatico. No Brasil, estimam-se cerca de 704 mil novos casos para o triénio
2023-2025, com destaque para os canceres de pele ndo melanoma e de mama.
Embora as abordagens terapéuticas convencionais — como cirurgia, quimioterapia e
radioterapia — sejam amplamente utilizadas, elas ainda apresentam limitagdes,
incluindo efeitos colaterais severos e resisténcia celular, o que justifica a busca por
novas estratégias terapéuticas. Nesse contexto, os produtos naturais, em especial
os Oleos essenciais de plantas medicinais, vém sendo investigados como
alternativas promissoras. Cordia trichotoma, espécie do género Cordia da familia
Boraginaceae, contém compostos bioativos como terpenoides, flavonoides e
naftoquinonas, os quais possuem reconhecido potencial terapéutico. O presente
estudo investigou o potencial citotoxico dos éleos essenciais obtidos de diferentes
partes de C. trichotoma, extraidos por hidrodestilacdo e fornecidos pela
Universidade Federal do Ceara. Foram utilizadas as linhagens tumorais HCT116
(colon), H1299 (pulm&o) e K562 (leucemia mieldide crbnica). As analises de
citotoxicidade foram realizadas por meio do ensaio de MTT, apds 72 horas de
exposicdo aos compostos. Em seguida, foi realizada a analise morfologica por
coloracdo com May-Grinwald-Giemsa (MGG), finalizando com o teste de excluséo
por azul de tripan. Os resultados demonstraram que o 6leo essencial obtido do cerne
(CTCE) apresentou a maior atividade citotéxica, com valores de ICs de 8,7 ug/mL
para HCT116, 18,45 ug/mL para H1299 e 12,48 ug/mL para K562. Na linhagem
HCT116, foi observada atividade citotoxica apds 24 horas de exposi¢cao, com ICso de
17,07 pg/mL, e apdés 48 horas, com ICso de 17,32 pg/mL. A coloragédo por
May-Grinwald-Giemsa, nas concentragbes de 8,7 pg/mL e 17,4 ug/mL, evidenciou
alteragdes morfologicas indicativas de citotoxicidade, como redugdo no numero de
células viaveis e alteragdes nucleares. A viabilidade celular também foi avaliada pelo
teste de exclusdo com azul de tripan, que confirmou a indugcéo de morte celular pelo
tratamento com CTCE na linhagem HCT116.

Palavras-chave: Cordia trichotoma. Produtos naturais. Cultura celular. Oleos
essenciais. Cancer.
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ABSTRACT

Cancer represents one of the main global public health challenges, characterized by
the uncontrolled growth of cells with invasive and metastatic potential. In Brazil,
approximately 704,000 new cases are estimated for the 2023-2025 triennium, with a
focus on non-melanoma skin and breast cancers. Although conventional therapeutic
approaches—such as surgery, chemotherapy, and radiotherapy—are widely used,
they still have limitations, including severe side effects and cellular resistance,
justifying the search for new therapeutic strategies. In this context, natural products,
especially essential oils from medicinal plants, have been investigated as promising
alternatives. Cordia trichotoma, a species of the genus Cordia in the Boraginaceae
family, contains bioactive compounds such as terpenoids, flavonoids, and
naphthoquinones, which have recognized therapeutic potential. This study
investigated the cytotoxic potential of essential oils obtained from different parts of C.
trichotoma, extracted by hydrodistillation and supplied by the Federal University of
Ceara. The tumor lines HCT116 (colon), H1299 (lung), and K562 (chronic myeloid
leukemia) were used. Cytotoxicity analyses were performed using the MTT assay
after 72 hours of exposure to the compounds. Subsequently, morphological analysis
was performed by May-Grinwald-Giemsa (MGG) staining, finishing with the trypan
blue exclusion test. The results demonstrated that the essential oil obtained from the
heartwood (CTCE) presented the highest cytotoxic activity, with 1Cso values of 8.7
pg/mL for HCT116, 18.45 pg/mL for H1299, and 12.48 ug/mL for K562. In the
HCT116 cell line, cytotoxic activity was observed after 24 hours of exposure, with an
ICso of 17.07 pg/mL, and after 48 hours, with an ICse of 17.32 ug/mL.
May-Griunwald-Giemsa staining, at concentrations of 8.7 uyg/mL and 17.4 ug/mL,
showed morphological changes indicative of cytotoxicity, such as a reduction in the
number of viable cells and nuclear alterations. Cell viability was also assessed by the
trypan blue exclusion test, which confirmed the induction of cell death by CTCE
treatment in the HCT116 cell line.

Key words: Cordia trichotoma. Natural products. Cell culture. Essential oil. Cancer.
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1 INTRODUGAO

As neoplasias malignas, conhecidas popularmente como cancer, constituem
um grupo de doengas caracterizadas pela proliferagdo descontrolada de células,
com potencial invasivo e metastatico. Essa condi¢c&do esta entre as principais causas
de obito no mundo, representando um grande desafio para os sistemas de saude
publica. No Brasil, estimativas indicam que cerca de 704 mil novos casos devem
surgir entre 2023 e 2025, sendo os canceres de pele ndo melanoma e de mama os
mais prevalentes (INCA, 2023). O tratamento oncoldégico envolve diferentes
abordagens terapéuticas, como cirurgia, radioterapia, hormonioterapia, terapia-alvo,
imunoterapia, geneterapia, quimioterapia e transplante de medula d&ssea,
frequentemente combinadas. No entanto, em muitas regides, o acesso limitado ao
diagnodstico precoce e as terapias adequadas contribui para o aumento da
mortalidade associada a doenga (INCA, 2023; IVC, 2025).

Diante da complexidade do céncer e da resisténcia apresentada aos
tratamentos convencionais, a busca por novas estratégias terapéuticas torna-se
essencial. Nesse cenario, os produtos naturais surgem como alternativas
promissoras, especialmente pela ampla diversidade de compostos bioativos com
potencial farmacolégico ainda inexplorado. Apesar de ser um pais megadiverso, 0
Brasil ainda utiliza de forma limitada sua riqueza fitoterapica, sobretudo em fungao
da escassez de recursos destinados a ciéncia e a inovagao tecnoldgica (Meirelles;
Ruppelt, 2023).

Entre os grupos vegetais com potencial terapéutico destaca-se o género
Cordia, pertencente a familia Boraginaceae, amplamente distribuido em diferentes
regides brasileiras. Espécies desse género sao tradicionalmente utilizadas na
medicina popular por apresentarem diversas atividades biolégicas, como
propriedades anti-inflamatdria, antimicrobiana e analgésica (Thirupathi et al., 2008).
Uma dessas espécies, Cordia trichotoma (louro-pardo), € reconhecida pela presenca
de metabdlitos como terpenoides, flavonoides, acidos graxos e naftoquinonas, os
quais demonstram propriedades com relevante potencial terapéutico (Menezes et al.,
2001).
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Além disso, os 6leos essenciais extraidos de plantas aromaticas — incluindo
os provenientes de espécies do género Cordia — tém sido investigados por
apresentarem atividades antioxidante, antiproliferativa, anti-inflamatoéria,
antimicrobiana e até mesmo anticancerigena (Kumar et al., 2019; Kurti et al., 2019).
Embora os estudos envolvendo C. trichotoma ainda sejam incipientes, os dados
disponiveis revelam um panorama promissor para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas contra o cancer. No entanto, & imprescindivel aprofundar
as investigacdes para elucidar os mecanismos de acgdo, avaliar a eficacia e

assegurar a seguranca desses compostos em contextos clinicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Neoplasias malignas

2.1.1 Conceito

O cancer refere-se a um conjunto de doencas malignas cuja principal
caracteristica € o crescimento desordenado de células, acompanhado da invasao de
tecidos circundantes. A definicdo do tipo de cancer depende da célula onde o
processo maligno se iniciou, podendo originar-se em tecidos epiteliais, conjuntivos,
0sseos, entre outros (INCA, 2022). As Neoplasias malignas sdo causadas por
mutagdes no DNA das células, que comprometem a sinalizagado de crescimento e
divisdo celular. Essas alteragbes podem gerar células anormais, cuja multiplicagao
desordenada leva a formagdo de tumores malignos. Embora possa surgir em
qualquer parte do corpo, alguns 6rgaos sao mais frequentemente afetados, com
diferentes tipos de tumores que variam em agressividade (Secretaria da Saude do
Parana, 2025). Segundo Alberts et al. (2017), os canceres geralmente se
desenvolvem a partir de uma célula ancestral que adquire uma mutacao inicial,
originando uma populacdo de células levemente anormais. Ao longo do tempo,
essas ceélulas passam por sucessivos ciclos de mutagdo e selegdo natural,
tornando-se progressivamente mais adaptadas ao ambiente hostil do tumor, que
pode apresentar baixa oferta de oxigénio, escassez de nutrientes e resisténcia
imposta pelos tecidos normais vizinhos. A medida que o nimero de células tumorais
aumenta, cresce também a probabilidade de surgirem mutagdes vantajosas,
acelerando a progressao tumoral e favorecendo o surgimento de clones celulares

dominantes (Figura 1).
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Figura 1- Representagédo esquematica da evolucéao clonal do cancer.

Células epiteliais
em crescimento
Geracdo acidental de na lamina basal

uma célula mutante ?

Célula com l PROLIFERACAO
2 mutagdes CELULAR
L]
_ PROLIFERACAO
Célula com CELULAR

3 mutagdes

1 PROLIFERACAO

CELULAR PERIGOSA

Fonte: Alberts et al., 2017.

2.1.2 Epidemiologia

Os tumores malignos representam um dos maiores desafios de saude publica
no mundo, sendo uma das principais causas de mortalidade e um obstaculo
significativo para o aumento da longevidade em diversos paises. Em muitas nagdes,
a doenga ocupa a primeira ou a segunda posi¢cdo entre as causas de morte
prematura, ocorrendo antes dos 70 anos de idade, com taxas de incidéncia e
mortalidade crescendo rapidamente no cenario global (INCA, 2022).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o cancer € a segunda principal
causa de morte no mundo, responsavel por cerca de 9,6 milhdes de 6bitos — o que
equivale a aproximadamente uma em cada seis mortes (OMS, 2021). Em 2020,
foram registrados cerca de 19,3 milhdes de novos casos e aproximadamente 10
milhdes de mortes, excluindo os canceres de pele ndao melanoma. O cancer de
mama feminino passou a ser o mais diagnosticado globalmente, com cerca de 2,3

milhdes de casos (11,7%), ultrapassando o cancer de pulmao (11,4%), seguido pelos



18

canceres colorretal (10,0%), de prostata (7,3%) e de estdmago (5,6%) (Sung et al.,
2021).

No Brasil, o cenario segue essa tendéncia preocupante. Em 2022, foram
estimados aproximadamente 704 mil novos casos de cancer, desconsiderando o
cancer de pele ndo melanoma. O cancer de mama em mulheres foi o tipo mais
frequente, seguido pelo de préstata. Entre as mulheres, o cancer do colo do utero
destacou-se como o terceiro mais incidente, com cerca de 17.010 novos casos
registrados (INCA, 2022).

Outro fator importante relacionado estd relacionado ao Indice de
Desenvolvimento Humano (IDH). Nos paises desenvolvidos, observa-se uma
reducdo nas taxas de incidéncia e mortalidade, reflexo de melhores condi¢cbes de
vida, acesso a diagnosticos precoces e tratamentos mais eficazes. Em contraste,
nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, ha uma estabilizagdo ou
mesmo um aumento dessas taxas, devido a limitacdo no acesso a servigos de
saude, diagnosticos tardios e menor disponibilidade de recursos terapéuticos
(Santos et al., 2023).

Diante desse cenario, evidencia-se a necessidade de um uso mais eficiente
dos recursos disponiveis para ampliar a efetividade das estratégias de prevencgao,
diagnostico precoce e tratamento do cancer, especialmente em regides onde a
doenga ainda representa um grande desafio para a saude publica (Santos et al.,
2023).

2.1.3 Causas e Fatores de Risco

Embora ndo exista uma causa uUnica para o desenvolvimento do cancer,
diversos fatores internos — como alteragdes hormonais, disfungdes imunoldgicas e
mutacdes genéticas — e externos — como exposi¢cdo a agentes ambientais —
podem estar envolvidos no surgimento da doenca. Além disso, o processo natural de
envelhecimento provoca mudangas nas células que, quando somadas a exposi¢cao
continua a fatores externos, torna os individuos mais suscetiveis ao
desenvolvimento de neoplasias malignas (INCA, 2022).

Ainda que a predisposicdao genética tenha um papel importante na

oncogénese, raramente é o unico fator responsavel. Na maioria dos casos, o cancer
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resulta de uma combinacdo de fatores ambientais e comportamentais, como
tabagismo, sedentarismo, alimentagdo inadequada, excesso de peso, consumo de
bebidas alcodlicas, exposicdo solar excessiva, habitos sexuais desprotegidos,
fatores ocupacionais, uso de certos medicamentos e radiagbes (Secretaria de Saude
do Parana, 2025).

Sabe-se que qualquer célula do organismo pode passar pelo processo de
carcinogénese, que ocorre de forma multietapica e envolve mutagdes genéticas
sucessivas que comprometem os mecanismos normais de regulagao celular. Esse
processo €, geralmente, dividido em trés fases principais: (a) iniciagdo, marcada pela
primeira alteragdo genética que transforma a célula em potencialmente neoplasica;
(b) promocéao, fase em que essas células passam a se proliferar sob estimulos
especificos, favorecendo sua transformacdo em malignas; e (c) progresséo, etapa
em que o tumor ja esta estabelecido, com crescimento celular descontrolado,
invasdo de tecidos adjacentes e, eventualmente, disseminagao para outros 6rgaos

— caracterizando a metastase (Naeem et al., 2022).

2.2 Cancer Colorretal

O céancer colorretal tem se consolidado como um dos principais desafios
oncologicos no Brasil, sendo atualmente o terceiro tipo mais frequente no pais,
quando desconsiderados os tumores de pele ndo melanoma. Para o triénio de 2023
a 2025, estima-se a ocorréncia de aproximadamente 45.630 novos casos por ano,
correspondendo a um risco populacional de 21,10 casos por 100 mil habitantes
(INCA, 2023). Além disso, destaca-se entre os mais incidentes: é o terceiro cancer
mais frequente entre os homens e o segundo entre as mulheres, evidenciando nao
apenas a magnitude da doenca, mas também sua crescente relevancia no cenario
da saude publica nacional (GLOBOCAN, 2022).

Dessa forma, diversos fatores contribuem para o desenvolvimento do cancer
colorretal, sendo o envelhecimento o principal deles. Fatores genéticos, como
historico familiar da doenca e sindromes hereditarias — destacando-se a polipose
adenomatosa familiar (FAP) e a sindrome de Lynch — também elevam
significativamente o risco. Além disso, doengas inflamatérias intestinais crénicas,

como colite ulcerativa e doenga de Crohn, juntamente com habitos de vida pouco
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saudaveis — incluindo o consumo excessivo de alcool, tabagismo, obesidade, dieta
rica em carnes processadas e pobre em fibras e sedentarismo —, somam-se a
fatores étnicos, como a maior incidéncia observada em popula¢des afro-americanas
(PDQ Adult Treatment Editorial Board, 2025; OMS, 2023).

Nos ultimos anos, observa-se um aumento da incidéncia do cancer colorretal
em pacientes com menos de 50 anos, geralmente com tumores do lado esquerdo e
sintomas como dor abdominal e sangramento retal (Fujiki et al., 2017). Embora
compartiihem uma biologia tumoral semelhante, os canceres de cdélon e reto
apresentam diferengas importantes no diagndstico e no manejo terapéutico. O
cancer de colon costuma ser esporadico, associado a fatores como idade, dieta e
inflamacao intestinal crénica, sendo a colonoscopia o método padrdo para
rastreamento e detecgcdo precoce, enquanto o exame de sangue oculto nas fezes
funciona como teste inicial de triagem, apresentando alta sensibilidade e
especificidade, baixo custo, seguranga e elevada adesao populacional. O tratamento
do cancer de cdlon baseia-se principalmente na cirurgia, frequentemente
complementada por quimioterapia, enquanto no cancer de reto a radioterapia
assume papel central no controle da doenga (Menon; Cagir, 2025; Secretaria De
Saude Do Distrito Federal, 2025).

2.3 Produtos Naturais

Desde os tempos antigos, a natureza tem sido a principal fonte de
substancias com propriedades terapéuticas, utilizadas para fins medicinais ha
milénios, com registros que remontam a cerca de 2.500 a.C. Embora os primeiros
medicamentos sintéticos, como o hidrato de cloral em 1832, tenham sido
desenvolvidos apenas no século XIX, os produtos naturais ainda desempenham
papel crucial na farmacologia moderna. Estima-se que mais da metade dos
medicamentos atualmente utilizados sejam derivados direta ou indiretamente de
compostos naturais, incluindo muitos agentes antineoplasicos (Newman et al.,
2020).

Nos ultimos anos, a eficacia desses compostos naturais tem sido amplificada
pelo uso de tecnologias inovadoras, como a nanotecnologia. A incorporacdo de

produtos naturais em nanoparticulas tem se mostrado uma estratégia promissora
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para superar desafios comuns, como baixa solubilidade e biodisponibilidade limitada.
Além disso, essas nanoparticulas podem ser projetadas para direcionar os
compostos diretamente as células tumorais, aumentando a seletividade e a eficacia
do tratamento. Estudos indicam que essa abordagem aprimora ndo apenas a
entrega dos agentes terapéuticos, mas também sua citotoxicidade em comparacéao
com os compostos isolados (Pesic et al., 2024).

Apesar do vasto potencial terapéutico associado a biodiversidade brasileira,
esse recurso permanece pouco explorado no pais. Essa subutilizacdo esta ligada
principalmente a insuficiéncia de investimentos em pesquisa e a limitada capacidade
tecnoldgica para inovagao (Meirelles; Ruppelt, 2023). Estima-se que menos de 10%
das plantas vasculares brasileiras tenham sido avaliadas quanto a presenca de
compostos com atividade antineoplasica, muitas vezes de forma preliminar (Zhang,
2002). Tal cenario evidencia uma oportunidade significativa para o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas baseadas em espécies vegetais nacionais, com

potencial impacto na oncologia (Pessoa et al., 2006).

2.3.1 Produtos Naturais e Cancer

Os fitoquimicos de origem vegetal tém recebido crescente atencdo na
oncologia devido a sua contribuicdo para a eficacia terapéutica e a capacidade de
reduzir efeitos adversos associados ao tratamento convencional (Choudhari et al.,
2020). Comparados aos farmacos sintetizados quimicamente, os derivados naturais
apresentam vantagens como maior atividade biologica, alta seletividade e menores
efeitos toxicos, além de promissoras aplicagbes como agentes radioprotetores (Jang
e Lee, 2023). Estima-se que aproximadamente 60% dos pacientes oncolégicos
utiizem ervas medicinais ou suplementos vitaminicos como estratégias
complementares no enfrentamento do cancer (Asma et al., 2022). O interesse por
essas substancias naturais se deve, em grande parte, a sua capacidade de atuar
sobre diversas vias moleculares que regulam a carcinogénese, incluindo
mecanismos associados a via MAPK/ERK, sinalizacdo mediada por TNF, ativacao
de receptores de morte celular, além de proteinas reguladoras como p53 e p38, e
até a reorganizacao da estrutura da actina (Situmorang et al., 2024). Essas acoes

promovem a modulacdo de processos essenciais, como apoptose, controle do ciclo
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celular, inflamagao, estresse oxidativo, angiogénese e metastase, atuando
diretamente em proteinas reguladoras e receptores celulares. Assim, esses
compostos naturais apresentam potencial para inibir a proliferagcdo tumoral, limitar a
migragao celular e induzir a morte programada das células cancerigenas (Rahman
et al., 2022). Dentre os fitoquimicos, destacam-se terpenos, alcaloides, flavonoides,
Oleos essenciais, gomas e diversos metabdlitos primarios e secundarios com
atividade terapéutica (Priya & Satheeshkumar, 2020). A exemplo disso os compostos
bioativos de origem vegetal, os alcaldides e terpenos, possuem mecanismos de
acao que contribuem diretamente para o controle do crescimento tumoral. Alcaldides
como vincristina e colchicina interferem na replicagdo do DNA por meio da inibigao
da topoisomerase, promovendo o bloqueio da progressdo do ciclo celular e
induzindo apoptose. Ja os terpenos [(3-cariofileno e a-humuleno, que estdo presente
em Oleos essenciais, demonstram capacidade de modular negativamente a via
JAK/STAT, reduzindo a expressdao de proteinas envolvidas na sobrevivéncia e
proliferacdo celular. Tais compostos ampliam o espectro de agao dos fitoquimicos,
atuando sobre multiplos alvos moleculares associados a tumorigénese e reforgando
seu potencial como agentes terapéuticos que podem ser interessantes no

tratamento do cancer (Majrashi et al, 2023).

2.4 Género Cordia

O género Cordia, pertencente a familia Boraginaceae, abrange
aproximadamente 250 espécies de arvores, arbustos e subarbustos restritos ao
Novo Mundo. No Brasil, diversas espécies desse género fazem parte da flora nativa,
sendo contabilizadas ao menos 65 espécies distribuidas por diferentes estados
(Taroda e Gibbs, 1986). Embora ndo seja um género endémico do pais, sua
ocorréncia € amplamente registrada nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul (Jardim botanico do Rio de Janeiro, 2025). Extratos e Oleos
essenciais derivados de algumas espécies de Cordia tém sido amplamente
utilizados na medicina tradicional e em estudos farmacoldgicos, com finalidades
diversas, como agao analgésica, anti-helmintica, antiandrogénica, antiartritica,
antibacteriana, antifertilidade, antifungica, anti-histaminica, anti-HIV, anti-inflamataria,

antimicrobiana, antissérica, anti-ulcerosa, antiviral, além de uso no tratamento da
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obstrugdo biliar, como emoliente, hepatotoxico, juveno-mimético, larvicida,
leishmanicida, alimento nutricional, espasmolitico, vasodilatador e cicatrizante
(Thirupathi et al., 2008; Mathias et al., Andrade et al., 2022). Entre os principais
metabdlitos secundarios identificados no género destacam-se hidroquinonas
terpendides, triterpenoides, hidroquinonas preniladas, meroterpenoides do tipo
naftoquinona, polissacarideos, acidos graxos, sesquiterpenos, glicosideos de
flavonol, triterpenos do tipo oleanano e ursano, ligninas do tipo aril-naftaleno,

triterpenos do tipo damarano e hidrocarbonetos (Oza e Kulkarni, 2017).

2.5 Cordia trichotoma

A espécie Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud., popularmente conhecida
como louro-pardo ou simplesmente louro, € uma arvore pertencente a familia
Boraginaceae. Sua distribuicdo natural se estende do estado do Ceara até o Rio
Grande do Sul, ocorrendo em ambientes de floresta pluvial atlantica semidecidua e
no cerrado (Wille et al., 2017).

A espécie é adaptada a diversas formagdes vegetais, incluindo a Floresta
Estacional Semidecidual Submontana, onde ocupa o estrato arb6éreo dominante,
podendo ser encontrados de cinco a dez individuos adultos por hectare. Tambéem é
comum na Floresta Estacional Decidual, na bacia dos rios Uruguai e Jacui, nas
formagdes Montana e Baixo-Montana, onde ocupa o estrato emergente (Carvalho,
2002).
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Figura 2- Arvore com flores de Cordia Trichotoma (Vell.).

Fonte: Imagem cedida pela profa Gilvandete Maria Pinheiro Santiago.

Além de sua relevancia ecolégica, C. trichotoma apresenta uma composi¢cao
quimica diversificada, com presenga de triterpenos, flavonoides, esteroides,
fenilpropanoides e, principalmente, sesquiterpenos e benzoquinonas, (Menezes,
2005; Rocha, 2018). Esses metabdlitos secundarios despertam interesse

farmacoldgico por sua variedade estrutural e potencial bioldgico.
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Figura 3- Compostos isolados de Cordia trichotoma (Vell).
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2.6 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais extraidos de plantas aromaticas sdo amplamente

empregados em diferentes setores, como na industria cosmética, na alimentagéo e
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na agricultura. Além disso, destacam-se por suas aplicagbes terapéuticas, sendo
utilizados em pesquisas cientificas que investigam seu potencial anticancerigeno
(Militao et al., 2022). Esses compostos volateis, caracterizados por fragrancias
marcantes, sao obtidos principalmente por meio de extracio por arraste de vapor ou
hidrodestilagdo, gerando misturas complexas de substancias pertencentes a
diversas classes quimicas, tanto conhecidas quanto ainda nao totalmente elucidadas
(Andrade et al., 2022). Os oleos essenciais apresentam uma variedade de atividades
biolégicas, incluindo propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias

e antiproliferativas (Kumar et al., 2019; Kurti et al., 2019).



28

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Investigar o potencial citotoxico dos 6leos essenciais obtidos de Cordia

trichotoma em células tumorais.

3.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a citotoxicidade in vitro dos 6leos essenciais obtidos de C.
trichotoma em células tumorais NCI-H1299 (cancer de pulmao), K562 (leucemias) e
HCT-116 (cancer de célon);

b) Realizar uma analise morfolégica das células tratadas com os compostos
apo6s coloragdo por May-Grunwald-Giemsa e avaliar o efeito citotoxico

tempo-dependente por contagem das células.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtengao do o6leo essencial

Os 6leos essenciais foram cedidos pela professora Gilvandete Maria Pinheiro
Santiago da Universidade Federal do Ceara. Cordia trichotoma, cujo nome vulgar é
Freij6, foi coletada na Comunidade do Garapa em Acarape-Ce (Figura 1).
Localizagdo: S 04 12 660" W 38 36 253'. Os espécimes foram depositados no
Herbario Prisco Bezerra (EAC) da Universidade Federal do Ceara. Porgdes
individuais de cerne moido, alburno, caule e raiz foram hidrodestilando
separadamente por 3 h usando um aparelho de vidro do tipo Clevenger. Os 6leos
obtidos foram da raiz (CTRA), caule (CTCA), cerne (CTCE) e alburno (CTAL).

4.2 Linhagens de células e avaliagao da citotoxicidade

As linhagens que foram utilizadas para o estudo sdo: NCI-H1299 (cancer de
pulm&o), K562 (leucemia mieldide cronica) e HCT-116 (cancer de cdélon). O cultivo
celular foi realizado em frascos plasticos para cultura (25 cm”2, volume de 50 mL
para células aderidas e 75 cm”2, volume de 250 mL para células em suspensao)
utilizando o meio de cultura RPMI 1640 complementado com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina).

As células foram incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2,
seguido da observacdo do crescimento celular com ajuda de microscopio de
inversao a cada 24 horas, quando necessario as células foram replicadas em meio
de cultura novo, em uma concentracédo de 0,5-1,0 x 10"6 células/mL (BUTLER &
DAWSON, 1992).

A andlise da citotoxicidade foi efetuada pelo método do
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT). As células
foram plaqueadas na concentracdo de 1 x105cél/mL e tratadas com o composto por
72 horas. Trés horas antes de completarem o periodo de incubacado, 25 uL da
solucéo estoque (5 mg/mL) de MTT foi adicionado em cada pogo. Apds 3 horas, o
sobrenadante foi retirado e o precipitado resultante foi dissolvido em 100 yL de

DMSO e lido em espectrofotdbmetro de placa na absorbancia de 575nm.
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4.3  Analise de alteracdes morfolégicas —  coloragao por

May-Grunwald-Giemsa

Por meio da coloragao diferencial obtida pelo citoplasma em relagdo ao
nucleo possibilitado por esse método, foi possivel analisar o grau de integridade
apresentado pela célula apds o tratamento com os 6leos essenciais, assim como
constatar as alteragbes sofridas. Para isso, as linhagens de células foram
plaqueadas na concentracido de 0,3 x 10”6 células/mL, e incubadas por 24 h com os
compostos nas concentragdes relativas a IC50, a Doxorrubicina em concentracéo de
0.3 g/mL como controle positivo.

Para observar a morfologia, 50uL da suspensao de células foram utilizados
na preparagao das laminas em citocentrifuga (cytospin). Apdés a adesao das células
na lamina, a fixacao foi feita com solugcao de de triariimetano a 0,1%. seguida por
coloragdo em solugdo de xantenos a 0,1% e posterior coloragdo em solugdo de
tiazinas a 0,1%. Finalmente, as laminas contendo as células coradas foram levadas
ao microscopio para avaliagdo das suas caracteristicas morfoldgicas e comparadas

ao controle (ndo-tratadas). O registro das alterag¢des celulares foi feito por fotografia.

4.4 Analise da viabilidade celular por teste de exclusdo por azul de Tripan

O teste de exclusao por azul de Tripan permite quantificar as células viaveis e
diferencia-las das células mortas nas placas submetidas ao tratamento com os 6leos
essenciais de forma a diferenciar se a reducdo do numero de células viaveis esta
acompanhada de um aumento das células em necrose. Para sua realizagao, células
tumorais em suspenséao de 3 x 1075 células/mL foram incubadas por 24h, 48h com o
Oleo essencial e examinadas ao microscopio de inversao. A concentragao utilizada
foi o valor da IC50 encontrada no método do MTT para a linhagem celular mais
sensivel. Apés a incubacéao, foi retirada uma aliquota de 90uL da suspensao de
células a qual serdo adicionados 10uL do azul de tripan (10%). As células viaveis,
identificadas por auséncia de cor distinta da cor azul adquirida pelas células mortas
incapazes de bombear o corante para o meio externo, foram contadas na camara de

Neubauer. A Doxorrubicina foi usada como controle positivo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos quatro dleos essenciais obtidos de Cordia trichotoma — raiz (CTRA),
caule (CTCA), cerne (CTCE) e alburno (CTAL) — o éleo do cerne (CTCE) foi o que
apresentou maior atividade citotéxica nas trés linhagens tumorais testadas. Os
valores de ICso foram 8,66 pg/mL para HCT-116, 18,45 ug/mL para NCI-H1299 e
12,48 pg/mL para K562, indicando um potencial relevante de inibicado celular,
especialmente na linhagem de cancer colorretal (HCT-116) (Tabela 1).

O dleo da raiz (CTRA) também demonstrou atividade citotoxica moderada,
com ICse variando entre 14,63 e 28,06 ug/mL. Ja o 6leo do alburno (CTAL)
apresentou efeito mais discreto, com inibicdo apenas em HCT-116 e K562, enquanto
n&o foi eficaz contra a linhagem pulmonar (ICso > 50 pg/mL).

O dleo do caule (CTCA), por sua vez, nao apresentou atividade significativa
em nenhuma das linhagens testadas (ICso > 50 pg/mL), sugerindo baixa ou nenhuma
acgao citotdxica no intervalo analisado.

A amostra identificada como PROSCELI, mostrou efeito semelhante ao oleo
da raiz, com ICs entre 10,30 e 30,07 pg/mL nas diferentes linhagens, também mais
eficaz frente a HCT-116.

Como esperado, a doxorrubicina (controle positivo) apresentou os menores
valores de ICso em todas as linhagens, com destaque para K562 (0,14 pg/mL),
reforcando a comparacédo com os 6leos testados. Ainda assim, os dados do 6leo do
cerne (CTCE) indicam um potencial promissor, com valores compativeis com

atividade citotoxica relevante.
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Tabela 1 - Efeito Citotoxico em linhagens de células tumorais.

Amostras Inibicao Inibicao Inibigcao
HCT-116 NCI-H1299 K562
OLEO ESSENC. 14,63 20,10 28,06

CTRA (6.957-30.78) (13.16-30.70) (20.16-39.08)

OLEO ESSENC. >50 >50 >50
CTCA

OLEO ESSENC. 8,662 18,45 12,48
CTCE (6.281-11.95) (15.2 -22.31) (10.69-14.57)

OLEO ESSENC 38,22 >50 29,07
CTAL (17.52-83.38) (20.74-40.75)
DOX 0,89 6,48 0,14

(0,2-4,3) (1,88-12,0) (0,09-0,23)

A concentragdo que causa 50% de inibi¢do do crescimento 50% (CI50) e intervalo de
confianga (IC) das amostras em quatro linhagens tumorais e seu intervalo de confianga em pg/mL

apos tratamento por 72h.

Na linhagem HCT-116, os Oleos essenciais foram avaliados quanto a sua
atividade citotoxica apds 24 e 48 horas de tratamento. De forma geral, observou-se
uma redugao nos valores de ICso com 0 aumento do tempo de exposigéo, indicando
um efeito citotdéxico dependente do tempo. (Tabela 2)

O 6leo do cerne (CTCE), que ja havia se destacado anteriormente nas mesma
linhagem, manteve a melhor atividade citotéxica, com ICso de 17,07 ug/mLem 24 h e
17,32 pg/mL em 48 h, valores inferiores aos demais Oleos e com intervalo de
confianga consistente, reforcando seu potencial frente a linhagem de cancer de
célon. Enquanto isso, o 06leo da raiz (CTRA) também apresentou melhora com o
tempo de exposicao, reduzindo de 22,36 ug/mL (24 h) para 13,10 ug/mL (48 h). Ja o
Oleo identificado como PROSCELI, apesar de ter iniciado com um ICse mais elevado

(30,62 pg/mL), apresentou reducao expressiva para 12,14 ug/mL apos 48 h.
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Por outro lado, o 6leo do alburno (CTAL) foi o menos ativo nos dois tempos
analisados, com ICso de 54,70 ug/mL em 24h e 39,68 ug/mL em 48h.

A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, apresentou os menores
valores de ICso em ambos os tempos (1,226 e 1,429 ug/mL), como esperado para
um farmaco de alta poténcia. No entanto, os 6leos mais ativos, como CTCE
apresenta valor proximo o suficiente para justificar novas investigacbes sobre seu

potencial terapéutico.

Tabela 2 - Efeito Citotoxico na linhagem HCT 116.

Amostras ICs, pg/mL HCT 116

24H 48H

DOX 1.226 1.429
(0.7254-2.071) (0.8568-2.385)

OLEO ESSENCIAL CTRA 22.36 13.10
(18.29-27.33) (7.845 -21.88)

OLEO ESSENCIAL CTCE 17.07 17.32
(10.07 - 28.93) (13.90 - 21.57)

OLEO ESSENCIAL CTAL 54.70 39.68
(4.159 - 719.5) (25.45 -61.87)

A concentragédo que causa 50% de inibi¢do do crescimento 50% (CI50) e intervalo de

confianca (IC) das amostras em 24H e 48H e seu intervalo de confianga em pg/mL.

A avaliagdo morfolégica das células HCT-116 apds 24 h e 48 h de exposi¢cao
ao Oleo essencial do cerne de C. trichotoma (CTCE) revelou alteragdes celulares
compativeis com citotoxicidade induzida pelo tratamento. As imagens obtidas por
coloracdo indicam que, em comparagao com o controle negativo (CTL), as amostras
tratadas com CTCE apresentaram reducdo no numero de células viaveis e
alteragdes nucleares evidentes. ( Figura 3)

No controle negativo (CTL), as células mantiveram morfologia regular, nucleos
intactos e distribuigdo homogénea, sem sinais aparentes de dano celular em ambos

os tempos. Por outro lado, a doxorrubicina (DOX), utilizada como controle positivo,
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induziu alteracdes caracteristicas de morte celular, como condensacao de cromatina,
fragmentacdao nuclear e presenga de corpos apoptéticos, visiveis ja em 24 h e
acentuadas apos 48 h.

As amostras tratadas com CTCE nas concentracdes de 8,7 e 17,4 pg/mL
mostraram efeitos semelhantes. Aos 24 h, observa-se inicio de alteracbes
morfoldgicas, como reducado do volume celular e alteragdes nucleares em algumas
células (setas). Apds 48 h, esses efeitos tornam-se mais evidentes, com presencga
de nucleos condensados, cromatina fragmentada, indicando possivel indugéo de

apoptose ou outros tipos de morte celular programada.
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Figura 4- Aspectos morfologicos das células HCT-116 apds tratamento com 6leo essencial de Cordia

trichotoma.

CTL DOX 0,98 pg /ml CTCE18.7ug/ml  CTCE2 17.4 pg /ml

24H

HCT-116

Aspectos morfolégicos das células HCT-116 apods tratamento com 6leo essencial de Cordia trichotoma por 24 e 48h nas
concentragdes de 8.7 ug/ml e 17.4pug/ml . O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO) usado
para diluir o composto testado, nesta concentragdo o DMSO n&o é citotoxico. A doxorrubicina (DOX, 1.0 ug/mL), foi
usada como controle positivo. O efeito das substancias sobre a morfologia celular foi avaliado por comparagéo ao
controle tratado apenas com o veiculo utilizado para diluir as substancias. As setas indicam células com condensagéao da

cromatina ou DNA fragmentado, alteragdes morfoldgicas caracteristicas de processos apoptéticos e mitéticos.
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A avaliacdo da viabilidade celular por contagem direta demonstrou que o
tratamento com o dleo essencial do cerne de Cordia trichotoma (CTCE) promoveu
uma reducédo significativa no numero de células viaveis da linhagem HCT-116, em
relacdo ao controle negativo (NC). As concentragdes testadas de 8,7 e 17,4 ug/mL
resultaram em uma diminuicdo progressiva na viabilidade, sugerindo um efeito
dependente da dose (Grafico 1).

O grupo controle tratado com o veiculo (DMSO 0,1%) ndo apresentou
alteracao significativa no numero de células viaveis, confirmando que o solvente
utilizado néo interferiu na resposta celular. Ja o grupo tratado com a doxorrubicina
(1,8 uM), usado como controle positivo, apresentou também reducgao significativa na
viabilidade celular, servindo como referéncia de resposta ao tratamento.

A redugéo observada nos grupos tratados com CTCE corrobora os dados de
ICso obtidos nas analises anteriores (Tabela 2), e indica que os compostos presentes

no oleo possuem atividade citotdxica com potencial para desencadear morte celular.

Grafico 1 — Viabilidade celular das células HCT-116 apds exposi¢ao ao 6leo
essencial CTCE.
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Gréfico de barras representando o numero de células viadveis de HCT116 (x 104 células/mL)
apos tratamento em condigdes distintas. A viabilidade celular, expressa como o numero de células
viaveis por mililitro, € plotada no eixo y. Enquanto as diferentes condi¢cdes experimentais Controle

negativo (NC), doxorrubicina (Dox) 1,0 pyg/mL, utilizada como controle positivo, e o 6leo essencial de
Cordia trichotoma ( CTCE), nas concentragdes de 8.7 ug/ml e 17.4ug/ml, sdo apresentadas no eixo x.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Atualmente nao existem relatos especificos sobre a atividade antitumoral do
oleo essencial de Cordia trichotoma, mas estudos quimicos ja identificaram
dezesseis constituintes nesse 6leo, conforme descrito por Menezes (2005). Entre
eles, destacam-se o a-cadinol (15,8 % e 26,5 %), o a-muurolol (13,4 % e 25,1 %), o
6-cadinene (11,9 % e 4,5 %) e o guaia-3,10(14)-dien-11-ol (10,7 % e 9,6 %). Alguns
desses metabdlitos ja foram associados a efeitos bioldgicos em outros contextos. O
a-cadinol, por exemplo, demonstrou atividade citotoxica frente a diferentes linhagens
tumorais humanas em estudos com 6leos essenciais de outras espécies (Su et al.,
2013;Yap et al., 2017) O a-muurolol, por sua vez, apresenta propriedades
antioxidantes e antimicrobianas descritas em O6leos de Euphorbia calyptrata e
Juniperus thurifera (EI Kamari et al., 2024; Lafraxo et al., 2022), que podem
colaborar indiretamente para efeitos bioldgicos relevantes.

Diversas outras espécies do género Cordia ja demonstraram potencial
farmacoldgico relevante no contexto oncolégico, Cordia dichotoma, por exemplo,
tem sido objeto de estudos fitoquimicos e farmacoldgicos que identificaram a
presenca de compostos fendlicos e carotenoides, especialmente nas folhas. Esses
metabdlitos secundarios apresentam propriedades antioxidantes e anticancerigenas
bem estabelecidas, sendo os fendlicos associados a inibicao da proliferagao celular
e a indugdo de apoptose em diferentes linhagens tumorais (Raghuvanshi et al.,
2022).Resultados semelhantes foram observados com Cordia verbenacea, cuja
atividade antitumoral foi evidenciada em modelo murino utilizando camundongos
BALB/c isogénicos. O tratamento com extrato etandlico das folhas dessa espécie
resultou na redugao do volume tumoral, na perda de peso corporal dos animais e na
diminuicdo da compactagao celular nas massas tumorais. Tais efeitos foram
atribuidos a presenca de compostos com atividade anti-inflamatdria, capazes de
modular vias associadas a sobrevivéncia e proliferacao celular (Oza & Kulkarni,
2017).

Entre os metabdlitos de maior interesse no género, destaca-se a
oncocalyxona A, uma benzoquinona que apresentou atividade antileucémica
significativa contra células HL-60. Investigagbes mecanisticas evidenciaram redugao
da viabilidade celular, perda da integridade da membrana, encolhimento celular,

condensagao da cromatina e formacdo de bolhas na superficie celular,
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caracteristicas associadas a indugcao de apoptose (Sbardelotto et al., 2021). Embora
tais efeitos tenham sido relatados em Cordia oncocalyx (Auxemma oncocalyx), esse
metabdlito também foi identificado em C. trichotoma (Menezes, 2005), sugerindo que
a especie possa compartilhar parte do potencial farmacoldgico atribuido a essa
classe de compostos

Cordia sebestena também foi investigada quanto ao seu potencial antitumoral.
Um extrato obtido com acetona a partir da fragdo F10 das flores apresentou
atividade citotoxica expressiva frente a linhagem de céncer cervical (HeLa), com Clso
de 4,65 pg/mL. Essa atividade foi validada por meio de estudos in vitro e simulagdes
de acoplamento molecular in silico, sugerindo interacdo dos compostos presentes
com alvos celulares envolvidos na progressao tumoral (Tak et al., 2024).

Além disso, nanoparticulas de oxido de zinco biossintetizadas a partir do
polissacarideo de Cordia myxa (CMX-ZnO) demonstraram atividade citotéxica contra
células HCT116, reforgcando o potencial antitumoral de espécies do género, inclusive
por meio de abordagens tecnologicas inovadoras com compostos vegetais
(Nagaraja & Hwan, 2023).

Esses achados reforcgam a importdncia de aprofundar a investigagdo C.
trichotoma, cujos resultados preliminares neste estudo revelaram atividade citotoxica
significativa em células HCT-116. Considerando o histérico do género, é plausivel
que atividades semelhantes estejam presentes no oOleo essencial testado, o que
justifica a continuidade dos estudos para elucidagdo de seus principios ativos e

mecanismos de agao.
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6 CONCLUSAO

Ao investigar o potencial citotoxico dos dleos essenciais de Cordia trichotoma,
foi possivel observar que o 6leo essencial obtido do cerne (CTCE) apresentou o
efeito mais promissor entre as amostras avaliadas, destacando-se principalmente
sobre a linhagem de cancer de célon HCT116, na qual foi registrada a menor
concentragéo inibitoria (ICso) entre todas as linhagens testadas.

A avaliagdo morfologica das células HCT116, apdés 24 e 48 horas de
exposigao ao 6leo essencial do cerne, revelou alteragcdes nucleares evidentes.

A analise da viabilidade celular por contagem direta confirmou esses achados,
demonstrando que o tratamento com CTCE promoveu uma redugao significativa na
quantidade de células viaveis da linhagem HCT116. As concentragdes de 8,7 e 17,4
Mg/mL resultaram em diminuigao progressiva da viabilidade celular.

Dessa forma, os resultados obtidos indicam que o 6leo essencial do cerne de
Cordia trichotoma possui potencial citotoxico relevante frente a linhagem HCT116,
evidenciando sua relevancia como objeto de estudos futuros voltados a investigagao

dos mecanismos envolvidos em sua ag¢ao antitumoral.
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