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RESUMO

Os compostos bioativos provenientes de plantas possuem um papel fundamental na
terapia antitumoral, fornecendo novas alternativas para o desenvolvimento de futuros
medicamentos. Sendo assim, foi elaborado uma revisdo que aborda os efeitos
anticancer de compostos bioativos presentes na planta Cocos nucifera, que possuli
atividade antiinflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, anti-helmintica e anticancer.
Foram realizadas buscas em diversas bases de dados entre janeiro e fevereiro de
2024 utilizando as palavras chaves cocos nucifera AND cancer. No total 554 artigos
foram encontrados e 32 estudos incluidos seguindo os critérios de inclusdo e
exclusdo. Foi realizada a distribuicdo anual das publicacdes, o tipo de ensaio
realizado (25 in vitro, 3 in vivo, 1 in silico e 3 possuiam mais de um ensaio), o pais da
publicacao, as por¢des utilizadas do coqueiro e o tipo de cancer avaliado. A revisdo
destaca a potencial atividade anticancerigena e a importancia da pesquisa com C.
nucifera e seus compostos bioativos que podem perturbar os mecanismos de
maturacéo, diferenciacao e proliferacdo das células cancerigenas. Constatamos que
estudos clinicos com C. nucifera estdo ausentes na literatura. No segundo momento
foram realizados estudos in vitro com células de Glioblastoma (GBM). O GBM € o
tumor glial maligno primario do Sistema Nervoso Central (SNC) associado a altas
taxas de morbidade e mortalidade devido ao seu alto grau de proliferacdo e
invasividade, onde a sobrevida dos pacientes gira em torno de 15 meses. Portanto,
€ urgente a busca por medicamentos alternativos para o tratamento do GBM. Nesse
sentido, a pirélise é uma técnica de obtencdo de extratos através do processo
termoquimico de transformacédo de biomassa em extrato pirolenhoso, que possui
ampla aplicacéo fungicida, herbicida e inseticida, e neste estudo foram avaliados
seus efeitos antitumorais. Inicialmente foi realizado o ensaio colorimétrico MTT para
avaliar os efeitos dos extratos na viabilidade do GBMO02 e das células mononucleares
sanguineas (mondcitos e linfocitos). Em seguida, calculou-se a seletividade dos
extratos utilizando a razéo entre monacitos e linfocitos (CCso) e GBMO02 (Clso). Por
fim, foram avaliados os efeitos antimigratorios e realizadas as analises morfol6gicas
do GBMO02 através de microscopia optica. Nenhum dos extratos testados foram
toxicos (CCso>1) para mondcitos e linfécitos. Entre os extratos que inibiram a
viabilidade do GBMO02, os mais eficazes foram EP-EUCL (57,19 + 2,66%), EP-DABR
(56,93 + 2,77%), EP-PPCE (55,44 +2,57 %), EP-CPCK (51,08 +3,11%) e, dentre
eles, o mais potente foi o EP-EUCL (0,132% +0,007). Os extratos EP-EUCL (IS >7,5,
EP-CPCK (IS >5,7), EP-DABR (IS >5,5) (EP PPCE >5,3), foram mais seletivos para
GBMO02 do que para mondécitos e linfocitos. Dentre estes, EP-EUCL e EP-PPCE
inibiram em 99,24%** e 93,51%* respectivamente a migracdo de GBMO02. A
morfologia protoplasmatica, caracteristica de GBM foi observada nas células tratadas
com DMEM-F12 e nos tratamentos com EPs houve aparecimento de células com
citoplasma arredondado, formacdo de vacuolos citoplasmaticos e ruptura de
membrana celular e nuclear, tipico de morte celular. Dentre todos os extratos o EP-
EUCL e EP-PPCE foram os que apresentaram atividade antitumoral mais satisfatéria.
Assim, estes extratos mostraram-se agentes promissores para o desenvolvimento de
farmacos, com o propadsito de se tornarem uma futura op¢ao terapéutica para o GBM.

Palavras-chave: Cérebro, farmacos, acido pirolenhoso, agentes antitumorais.



ABSTRACT

Bioactive compounds from plants play a fundamental role in antitumor therapy,
providing new alternatives for the development of future drugs. Therefore, a review
was prepared that addresses the anticancer effects of bioactive compounds present in
the plant Cocos nucifera, which has anti-inflammatory, antimicrobial, antioxidant,
anthelmintic and anticancer activities. Searches were carried out in several databases
between January and February 2024 using the keywords cocos nucifera AND cancer.
A total of 554 articles were found and 32 studies included following the inclusion and
exclusion criteria. The annual distribution of publications, the type of test performed
(25 in vitro, 3 in vivo, 1 in silico and 3 had more than one test), the country of
publication, the portions of the coconut tree used and the type of cancer evaluated
were performed. The review highlights the potential anticancer activity and the
importance of research with C. nucifera and its bioactive compounds that can disrupt
the mechanisms of maturation, differentiation and proliferation of cancer cells. We
found that clinical studies with C. nucifera are absent in the literature. In the second
stage, in vitro studies were performed with Glioblastoma (GBM) cells. GBM is the
primary malignant glial tumor of the Central Nervous System (CNS) associated with
high rates of morbidity and mortality due to its high degree of proliferation and
invasiveness, where patient survival is around 15 months. Therefore, the search for
alternative drugs for the treatment of GBM is urgent. In this sense, pyrolysis is a
technique for obtaining extracts through the thermochemical process of transforming
biomass into pyroligneous extract, which has wide fungicidal, herbicidal and
insecticidal application, and in this study its antitumor effects were evaluated. Initially,
the MTT colorimetric assay was performed to evaluate the effects of the extracts on
the viability of GBM02 and blood mononuclear cells (monocytes and lymphocytes).
Then, the selectivity of the extracts was calculated using the ratio between monocytes
and lymphocytes (CC50) and GBMO02 (IC50). Finally, the antimigratory effects were
evaluated and morphological analyses of GBMO02 were performed using optical
microscopy. None of the tested extracts were toxic (CC50>1) to monocytes and
lymphocytes. Among the extracts that inhibited GBMO2 viability, the most effective
were EP-EUCL (57.19 = 2.66%), EP-DABR (56.93 = 2.77%), EP-PPCE (55.44 +
2.57%), EP-CPCK (51.08 = 3.11%) and, among them, the most potent was EP-EUCL
(0.132% + 0.007). The EP-EUCL (IS >7.5, EP-CPCK (IS >5.7), EP-DABR (IS >5.5)
(EP PPCE >5.3) extracts were more selective for GBM02 than for monocytes and
lymphocytes. Among these, EP-EUCL and EP-PPCE inhibited GBM02 migration by
99.24%** and 93.51%*, respectively. The protoplasmic morphology, characteristic of
GBM, was observed in cells treated with DMEM-F12, and in treatments with EPs, there
was the appearance of cells with rounded cytoplasm, formation of cytoplasmic
vacuoles and rupture of cell and nuclear membranes, typical of cell death. Among all
the extracts, EP-EUCL and EP-PPCE were the ones that presented the most
satisfactory antitumor activity. Thus, these extracts proved to be promising agents for
drug development, with the purpose of becoming a future therapeutic option for GBM.

Keywords: Brain, drugs, pyroligneous acid, antitumor agents.
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1 INTRODUCAO

O glioblastoma (GBM) € o tumor glial cerebral primario mais comum, agressivo
e letal, com o diagnéstico mais adverso em oncologia (Heemann et al, 2018). Sua
incidéncia é de aproximadamente 7 por 100.000 individuos, em que a maioria dos
pacientes morrem da progressao da doenca (Schaff; Mellinghoff, 2023).

O GBM tem prognoéstico desfavoravel, com sobrevivéncia em cinco anos de
aproximadamente 36%, e protocolos de tratamento ineficazes e complexos (Monica
et al.,, 2022; Schaff; Mellinghoff, 2023; Silva et al., 2021). As Unicas opcbes de
tratamento disponiveis atualmente sdo: a resseccao cirurgica, radioterapia (RT) e
guimioterapia (Heemann et al, 2018). Embora o progndstico dos pacientes com GBM
permaneca ruim, estdo sendo feitos progressos graduais (Luo et al., 2021; Schaff;
Mellinghoff, 2023; Silva et al., 2021).

Nas ultimas décadas houve varias melhorias na terapia ressectiva e adjuvante,
porém, seu progndstico geral é desafiador, com sobrevida média dos pacientes de
aproximadamente 15 meses (Kosianova, 2024). Pacientes com GBM apresentam
complicacBes clinicas frequentes, incluindo eventos tromboembdlicos, convulsdes,
flutuagbes nos sintomas neurolégicos e efeitos adversos de corticosterdides e
guimioterapias que requerem manejo e profilaxia adequados (Omuro; DeAngelis,
2013). O GBM continua a ser um cancer de dificil tratamento, e o0 manejo ideal requer
uma abordagem multidisciplinar e conhecimento das potenciais complicacbes da
doenca e do seu tratamento (Tewarie et al., 2021).

O tratamento geralmente inclui uma combinac&o de cirurgia, quimioterapia e
radiacdo. A combinacdo do quimioterapico temozolomida (TMZ) com RT melhora a
sobrevida do paciente para 21,7 meses, em comparacdo com a sobrevivéncia média
de 15,3 meses (Chavda et al., 2020; Monica et al., 2022; Schaff; Mellinghoff, 2023;
Silva et al., 2021). A resisténcia do tumor ao tratamento esta associada as suas
células-tronco cancerigenas (CSCs). Atualmente, ndo existem medicamentos ou
tecnologias que tenham a capacidade de erradicar completamente as CSC que
provocam o GBM (Bryukhovetskiy, 2022; Kosianova; Pak; Bryukhovetskiy, 2024;
Pepper; Stummer; Eich, 2022).

Novos medicamentos, sistemas de entrega e estratégias para estabelecer

novas terapias multimodais que visam as vias moleculares envolvidas na iniciacdo e
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progresséo do tumor no GBM estédo sendo estudados (Chavda et al., 2020; Jain et al.,
2019). Numerosas abordagens foram feitas para atualizar modelos in vivo e in vitro
com o objetivo principal de avaliar alvos adequados para novas abordagens
terapéuticas (Chavda et al., 2020; Schaff; Mellinghoff, 2023). Este crescente desafio
tem despertado a atencdo dos pesquisadores no uso de plantas ou extratos vegetais
COMO uma cura promissora para as neoplasias, ja que existem mais de 3.000 espécies
de plantas medicinais em todo o mundo, que tém sido utilizadas no tratamento do
cancer (Jain et al., 2019).

Nos ultimos anos, o uso de fitoterapicos em vez de farmacos sintéticos esta
aumentando (Abiri et al., 2022; El Orfi et al., 2022). Fitoterapicos podem ser utilizados
na forma de extratos vegetais ou como seus componentes ativos (Khazraei;
Shamsdin; Zamani, 2022). Esses materiais s&o tradicionalmente considerados
abordagens de cuidados primarios de saude em algumas partes do mundo. As plantas
sao ricas em fitoquimicos ativos, que tém sido utilizados no tratamento ou prevencao
de diversas doencas devido a sua toxicidade, portanto sdo necessarios estudos que
conduzam o uso adequado em doencas malignas (Pachauri et al., 2023; Parham et
al., 2020; Rahaman et al., 2022).

Extratos pirolenhosos (EP) ou brutos, e compostos isolados de plantas
possuem uma série de atividades biologicas, incluindo antibacteriana, antifangica,
antiprotozoaria, antiviral, larvicida, inseticida, acaricida, anti-inflamatoria, antioxidante,
antitumoral e antidiabéticas, destacando o potencial para fornecer compostos e
tratamentos para uma série de condicbes médicas (de Farias et al., 2020; Mathew;
Zakaria, 2015; Perry; Wangchuk, 2023; Pertile; Frac, 2023; Rabiu et al., 2021; Souza
et al., 2018; Theapparat et al., 2023).

Sendo assim, nesta tese foi realizada uma revisdo abordando o efeito
antineoplasico de compostos/extratos de origem vegetal e posteriormente um estudo
experimental investigando o potencial antitumoral dos EPs frente as células de GBM

in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Reviséo sistemaética

2.1.1 — Objetivo geral:

Sistematizar artigos originais que avaliaram o potencial anticancer in vivo, in

vitro e in silico de Cocos nucifera.

2.1.2 — Objetivos especificos:

e Realizar buscas nas bases de dados PubMed (National Library of
Medicine/NLM), Lilacs (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias
da Saude) e Scielo (Scientific Library Online), Web of science, Embase, Scopus
and Sci finder;

e Identificar as porc¢des de C. nucifera mais utilizadas;

e Avaliar a distribuicdo anual das publicacdes incluidas;

e Identificar os estudos por tipo de ensaio: in vivo, in vitro e in silico;

e Descrever por distribuicao percentual o pais de publicacdo de cada artigo;

e Descrever por distribuicdo percentual o tipo de cancer avaliado;

e Sistematizar os artigos incluidos em tabelas especificas, por tipo de estudo.

2.2. Estudo experimental

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antitumoral in vitro dos EPs sobre células de glioblastoma
humano (GBM02).

2.2.2 Objetivos especificos
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Identificar os compostos presentes nos EPs por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS);

Investigar o efeito dos EPs sobre a viabilidade de células de GBMO02;
Investigar a toxicidade dos EPs sobre células mononucleares sanguineas;
Analisar a seletividade dos EPs para GBM02,;

Determinar o efeito dos EPs sobre a migracao de GBMO02;

Avaliar a acdo dos EPs sobre os aspectos morfolégicos de GBMO02.



19

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cancer de SNC e Glioblastoma

O cancer € uma doenca que as células anormais se dividlem de maneira
descontrolada e atualmente é uma das maiores causas de morbidade e mortalidade
em todo o mundo (Jain et al., 2019). Estima-se que houve 20 milhdes de novos casos
de cancer e 9,7 milhdes de mortes em 2022 (Bray et al., 2024). Presume-se que cerca
de 1 em cada 5 pessoas desenvolvera cancer durante a vida; cerca de 1 em cada 9

homens e 1 em cada 12 mulheres morrerdo da doenca (Bray et al., 2024).

Recentemente foi publicada as estatisticas globais de cancer para o ano de
2022 com base em estimativas atualizadas da International Agency for Research on
Cancer (IARC). Segundo esta publicac&o, ocorrida em fevereiro do corrente ano, 0s
canceres de SNC ocuparam a 192 colocacdo, no mundo, em termos de incidéncia
(Figura 1), com 321.731 novos casos ocorridos no ano de 2022 (Ferlay et al., 2024).

Figura 1 — Incidéncia mundial por tipo cancer em 2022.
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Fonte: Adaptado de Ferlay et al., 2024.

Em relacdo a mortalidade houve 248.500 mortes (Figura 2) no mesmo ano

(Ferlay et al., 2024) Esses dados evidenciam a agressividade das neoplasias de SNC,
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gue apesar de varias melhorias na terapia nas ultimas décadas, permanecem com o

mau prognostico geral (Pepper; Stummer; Eich, 2022). Na tabela 1, podemos verificar

a incidéncia e mortalidade mundial e suas respectivas colocacdes, por tipo de cancer,
em 2022 (Ferlay et al., 2024).

Figura 2 — Mortalidade mundial por tipo cancer em 2022.
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Tabela 1 —Incidéncia e mortalidade por tipo de cancer em 2022.
Cancer Novos casos Mortes
Casos | Colocacao | (%) Casos | Colocacao | (%)

Pulmao 2.480.301 1 12.4 |1 1.817.469 1 18.7
Mama 2.308.987 2 11.6 | 666.103 4 6.8
Colorretal 1.926.118 3 9.6 | 904.019 2 9.3
Prostata 1.466.680 4 7.3 397.430 8 4.1
Estbmago 968.350 5 4.9 660.175 5 6.8
Figado 865.269 6 4.3 | 758.725 3 7.8
Tireoide 821.173 7 4.1 47.507 24 0.49
Endométrio 661.021 8 3.3 | 348.874 9 3.6
Bexiga 613.791 9 3.1 220.596 13 2.3
Linfoma ndo hodgkin | 553.010 10 2.8 | 250.679 11 2.6
Esbfago 510.716 11 2.6 445,391 7 4.6
Pancreas 510.566 12 2.6 467.409 6 4.8
Leucemia 486.777 13 2.4 305.405 10 3.1
Rim 434.419 14 2.2 155.953 16 1.6
Utero 420.242 15 2.1 97.723 19 1.0
Labios, cavidade | 389.485 16 2.0 188.438 15 1.9
oral
Melanoma 331.647 17 1.7 58.667 22 0.60




21

Ovario

324.398

18

1.6

206.956

14

2.1

Cancer de cérebro

321.731

19

1.6

248.500

12

2.6

Fonte: Adaptado de Ferlay et al., 2024.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a expectativa € que em

2050 havera 175 mil novos casos de tumores do SNC no género masculino, e cerca

de 150 mil novos casos no sexo feminino. Assim como aumentara o nimero de mortes

em torno de 140 mil para homens e 100 mil para mulheres (Figura 3) (OMS, 2024).

Figura 3 — Estimativa de cancer de cérebro de 2022 a 2050, por género.
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Quando comparamos a situacéo do Brasil em relacdo ao mundo nos quesitos

incidéncia e mortalidade dos canceres de SNC a situacao € bem preocupante, pois 0s

canceres que acometem o SNC ocupam o 12° lugar em incidéncia (19° no mundo) e

8° lugar em mortalidade (12° no mundo) na populacao brasileira (Tabela 2) (Ferlay,

et.al, 2024).

Tabela 2 — Incidéncia, mortalidade e prevaléncia de cancer no Brasil em 2020.

Céancer Novos casos Mortes
Casos | Colocacédo | (%) | Casos | Colocacdo | (%)
Prostata 102.519 1 16.3 | 19.958 4 1.1
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Mama 94.728 2 15.1| 22.189 3 1.5
Colorretal 60.118 3 9.6 @ 28.884 2 0.99
Pulmao 44.213 4 7.0 | 38.292 1 1.5
Tirebide 31.385 5 5.0 1.103 23 0.04
Estdmago 23.021 6 3.7 | 18.138 5 0.66
Endométrio 18.715 7 3.0 9.905 10 0.69
Bexiga 17.028 8 2.7 6.146 12 0.17
Pancreas 14.670 9 2.3 | 14.294 6 0.52
Figado 13.599 10 2.2 | 13.041 7 0.50
Utero 12.616 11 2.0 3.333 20 0.24
Cancer de cérebro 12.253 12 2.0 | 10.998 8 0.43
Leucemia 11.859 13 1.9 8.790 11 0.29

Fonte: Adaptado de FERLAY et al., 2024.

A grande maioria dos casos de GBM surge esporadicamente e o tumor é
encontrado em todas as faixas etarias, porém ocorre mais frequentemente durante a
segunda metade da vida, no sexo masculino (Delavar et al., 2022). Aproximadamente
49% dos tumores cerebrais malignos séo glioblastomas e 30% sé&o gliomas de baixo
grau com infiltracdo difusa (Schaff; Mellinghoff, 2023). Outros tumores cerebrais
malignos incluem linfoma priméario do SNC (7%) e formas malignas de ependimomas
(3%) e meningiomas (2%) (Schaff, Mellinghoff, 2023). Os sintomas de tumores
cerebrais malignos incluem dor de cabeca (50%), convulsbes (20% - 50%),
comprometimento neurocognitivo (30% - 40%) e déficits neurolégicos (10% - 40%)
focais (Korbecki et al., 2022; Schaff; Mellinghoff, 2023).

O glioblastoma (GBM) tem prognéstico desfavoravel e protocolos de tratamento
ineficazes, com sobrevida média dos pacientes de aproximadamente 15 meses
(Korbecki et al., 2022). As células-tronco cancerigenas (CSCs) estdo associadas a
resisténcia do tumor ao tratamento (Bryukhovetskiy, 2022). Atualmente, ndo existem
medicamentos ou tecnologias que tenham a capacidade de erradicar completamente
as CSCs (Bryukhovetskiy, 2022; Omuro; DeAngelis, 2013). Embora as estatisticas de
sobrevivéncia sejam bem descritas ao nivel da populacéo, continua a ser um desafio
prever o prognéstico de um paciente individual, que no geral permanece ruim (Pepper;
Stummer; Eich, 2022; Tewarie et al., 2021).

A medida que a prevaléncia do cancer aumenta, novas terapias
anticancerigenas séo urgentemente necessarias, e a abordagem de quimioprevencao
utilizando produtos naturais estd ganhando a atencdo da investigacdo de novos

farmacos (Ansor et al., 2023)
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3.1.1 Classificacdo de tumores cerebrais

Os gliomas podem ser descritos como circunscritos ou difusos. Os circunscritos
possuem margens bem definidas e, em sua maioria s&o benignos. Os astrocitomas
difusos representam um espectro da mesma doenca altamente infiltrante, em que
graus mais baixos evoluem para lesbes de graus mais altos. Eles podem ser
caracterizados com base no status de mutacdo da isocitrato desidrogenase (IDH) e
da histona 3 (H3) (L. Castro, 2024).

Gliomas astrociticos difusos com IDH-selvagem e ao menos uma das seguintes
caracteristicas histolégicas e moleculares sdo definidos como GBM: proliferacdo
microvascular, ou necrose, ou mutacdo do promotor da telomerase reverse
transcriptase (TERT), ou amplificacdo do gene EGFR (epidermal growth factor
receptor) , ou ganho do cromossomo 7 e perda do cromossomo 10 (Fernandes et al.,
2023)

O GBM ¢é a neoplasia maligna priméria do SNC classificada como de alto grau,
mais comum e agressivo da linhagem astrocitica (Schaff; Mellinghoff, 2023). E um
tumor caracterizado por ser indiferenciado, infiltrante, de rapido desenvolvimento e
pela presenca de proliferacdo microvascular e de necrose, esta ultima o diferencia
histologicamente dos gliomas de baixo grau (Carvalho Heemann; Carlos; Heemann,
2018).

Recentemente, em 2021, a OMS publicou uma atualizagdo do padrdo
internacional para classificacao de tumores cerebrais e da medula espinhal, mantendo
abordagens estabelecidas em versdes anteriores para o diagnéstico de tumores,
como histologia e imuno-histoquimica (Louis et al., 2021). Novos tipos e subtipos de
tumores foram introduzidos, por meio de analises de sequenciamento em larga escala,
os tumores de GBM foram classificados em trés subtipos principais: proneural,
classico e mesenquimal (Louis et al., 2021).

A recomendacdo anterior, de 2016, ja havia incorporado marcadores
moleculares de alguns tumores do SNC, o que foi ampliado na nova classificacéo de
2021, com novos biomarcadores (Fernandes et al., 2023; Louis et al., 2021). As
principais mudancgas de 2021 foram: divisdo entre gliomas dos tipos adulto e infantil,
a combinacéo histolégica e molecular na classificacdo das neoplasias gliais. O
reconhecimento de novas entidades neoplasicas e a revisdo da nomenclatura com
abolicdo de termos de graduacdo como anaplasico (Louis et al., 2021).1
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Em adultos e criancas € esperado que ocorra o tipo de glioma correspondente
a faixa etaria, ja que o tipo adulto raramente acomete criancas e vice-versa. E
importante destacar que houve a revogacdo do uso dos ndmeros romanos na
graduacdo histologica dos tumores, agora substituidos por nimeros arabicos, com o
objetivo de evitar confus@es, por exemplo, entre Il e lll (Fernandes et al., 2023).

A atual classificacéo diferencia claramente o glioma difuso IDH tipo selvagem
do glioma difuso IDH mutado como uma entidade clinica e genética diferente com pior
prognéstico. Embora a OMS tenha continuado a relatar o grau com base em
caracteristicas morfolégicas, novos critérios moleculares também sdo usados na
formacdo de um diagndstico integrado. Gliomas difusos de tipo IDH selvagem que
exibem caracteristicas histologicas de grau 2 ou 3, mas abrigam alteracbes
moleculares especificas (amplificacdo de EGFR, assinatura citogenética +7/-10 ou
mutacdo do promotor TERT) sdo agora classificados como glioblastoma, tipo IDH
selvagem, grau 4 da OMS. Para astrocitoma difuso IDH mutado, o grau 4 é
estabelecido com base em critérios morfolégicos (proliferagdo microvascular e/ou
necrose) ou delecdo homozig6tica CDKN2A/B, e esses tumores sdo agora chamados
de “astrocitoma, IDH mutado, grau 4 (Halasz et. al 2022).

E possivel determinar o diagndstico de GBM apenas com marcadores
moleculares (mutacdo do promotor da TERT, amplificacdo do gene EGFR, ganho do
cromossomo 7 e perda do cromossomo 10) mesmo sem achados histolégicos de alto
grau (necrose e proliferagdo microvascular), considerado assim glioblastoma

molecularmente definido (Figura 4) (Fernandes et al., 2023).

Figura 4 — RM mostra GBM em paciente masculino, 53 anos de idade.

Fonte: FERNANDES et al., 2023.
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A grande maioria dos glioblastomas séo do tipo IDH (isocitrato desidrogenase)
selvagem. Um resultado mais favoravel parece estar associado a uma idade mais
jovem e a mutacdes pontuais especificas dos genes que codificam a IDH 1 ou 2.
Alteracdes moleculares tipicas no GBM incluem mutacdes em genes que regulam a
sinalizacdo do receptor tirosina quinase, p53 e proteina retinoblastoma (Ramos, et
al.,2024).

Mutacdes nos genes que codificam as enzimas metabdlicas IDH1 e IDH2
foram identificadas nos gliomas e incorporadas a classificacdo de tumores do SNC da
OMS, demonstrando o progndstico clinico dessas mutacfes e seu impacto na
sobrevida (Ramos, et al.2024).

Os GBMs sédo entdo divididos, de acordo com a OMS, em 2 categorias
diferentes: GBM IDH-selvagem e GBM IDH-mutante. O GBM IDH-selvagem
representa 90% dos casos de GBM (Alves, 2022). Os astrocitomas difusos IDH-
mutante apresentam um prognoéstico mais favoravel em comparacdo com os IDH-
selvagem (Gritsch et al., 2022) impactando o progndstico clinico e a sobrevida do
paciente (Ramos, 2024).

As mutacdes na IDH sdo as primeiras a aparecer no processo de formacao do
tumor, onde tém um papel fundamental e sdo considerados marcadores confiaveis e
objetivos para o diagndstico e avaliacdo do prognéstico do GBM. A detecc¢éo destas
mutacdes é possivel usando técnicas, por exemplo, de imunohistoquimica, a partir do

tecido tumoral recolhido durante a bidpsia (Alves, 2022).

3.1.2 Incidéncia e sobrevivéncia

Aincidéncia anual de GBM é de 3,1 por 100.000 e é baixa quando comparamos
com tumores provenientes de outros érgdos, como a mama (171,20 por 100.000) ou
a prostata (201,40 por 100.000). E uma doenca responsavel por 45,6% dos tumores
cerebrais malignos primarios (Barati, 2023). Quando ajustamos a incidéncia anual de
glioblastoma a idade ha uma diminuigdo em criancas (0,15 por 100.000) e um aumento
importante em pacientes idosos (15,03 por 100.000), com idade entre 75 e 84 anos
(Wirsching; Galanis; Weller, 2016). A idade mediana no momento do diagndstico é de

64 anos e as taxas de sobrevivéncia diminuem com a idade (Figura 5).
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Figura 5 - Percentual de sobrevivéncia de pacientes de glioblastoma por grupos de idade.
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Fonte: Adaptado de WIRSCHING; WELLER, 2016.

Aproximadamente um terco das criancas e adolescentes com glioblastoma
sobrevivem por dois anos, em oposicédo a apenas 3,3% dos pacientes com 75 anos
ou mais. Apesar do melhor prognéstico dos pacientes mais jovens com glioblastoma,
nao existem terapias curativas para pacientes idosos ou jovens. Pacientes com idade
entre 65 e 70 anos ou mais estdo sub-representados ou até mesmo excluidos da
maioria dos ensaios clinicos em pacientes com glioblastoma devido ao seu
prognostico particularmente ruim e com o abandono da terapia de longa duracao,

devido ao comprometimento geral da saude (Wirsching; Weller, 2016).

3.1.3 Tratamentos para o glioblastoma

Atualmente o tratamento para gliomas segue o protocolo Stupp (Figura 6),
consistindo primeiramente em cirurgia (Silva, et al 2024). O pés-operatério é baseado
em RT, na dose de 60 Gy em 30 fracdes, administrada durante 6 semanas: 2 Gy por
dia, 5 dias por semana (Batistella et al., 2021). Concomitantemente, o agente
alquilante citostatico TMZ é administrado por via oral, na dose de 75 mg/m? por dia
durante o periodo da RT (Batistella et al., 2021). A RT é seguida de TMZ na dose de
150-200 mg/m? por cinco dias, a cada 28 dias, durante seis meses (Batistella et al.,
2021). A TMZ e facilmente absorvida por via oral, atravessa rapidamente a barreira
hematoencefalica e € mais bem tolerada do que outros compostos do grupo dos
triazenos, como mitozolomida e dacarbazina (Batistella et al., 2021).
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Figura 6 — Fluxograma do Protocolo de Stupp
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A TMZ é um pro-farmaco derivado da imidazotetrazona que, ao ser
metabolizada, gera o metabdlito 5-[3-metiltriazeno-1-illimidazol-4-carboxamida
(MTIC), responsavel pelo seu efeito toxico, capaz de formar o ion metildiazénio, que
metila DNA nas posi¢cdes N7 da guanina e 06 da metilguanina. Dependendo da
deficiéncia de reparo e da magnitude do dano, pode levar a morte celular nas fases
G2/M, desempenhando atividade antitumoral em diversos tipos de cancer (Batistella
et al., 2021; Korbecki et al., 2022; Soldatelli et al., 2022). Os efeitos colaterais mais
comuns apos o tratamento com TMZ, sdo nausea (22,6%) e vomito (11,4%),
geralmente tratados com antieméticos. Leucopenia e trombocitopenia sdo efeitos mais
raros (2%) (CONITEC, 2014). A metilacdo do promotor O-6-metilguanina-DNA
metiltransferase (MGMT) tem valor progndstico e também preditivo, pois os pacientes
com metilagdo do promotor MGMT sobrevivem mais e tém melhores respostas ao
agente quimioterapico alquilante TMZ (Herrlinger, 2020).
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A metilacdo do promotor do gene que codifica a proteina de reparo do DNA,
MGMT, prevé o beneficio da quimioterapia alquilante com TMZ e orienta a escolha do
tratamento de primeira linha em pacientes idosos (Wirsching; Galanis; Weller, 2016).
Os desenvolvimentos atuais concentram-se no direcionamento das caracteristicas
moleculares que impulsionam o fendtipo maligno, incluindo transducdo de sinal
alterada e angiogénese e, mais recentemente, varias abordagens de imunoterapia
(Wirsching; Galanis; Weller, 2016). Além do TMZ, foram desenvolvidos outros
tratamentos para GBM, como o bevacizumabe (liga-se ao VEGF-A e inibe a
angiogénese por evitar a interacdo desse fator aos seus receptores VEGFR1,
VEGFR2 e Neuropilin-1 (NP-1)/NP-2 na superficie das células endoteliais) onde seu
uso esta associado a reducéo de edema cerebral e alivio de sintomas, melhorando a
qualidade de vida e reduzindo o uso de corticosteroides (Ramos et al, 2024). Outros
inibidores da angiogénese desenvolvidos como o cediranibe (inibidor competitivo de
ATP contra VEGFR2 com atividade adicional contra PDGFRB e c-Kit) e sunitinibe
(inibidor do VEGFR e PDGFRa e [B) porém, apesar de induzirem reducdo da
angiogénese, ndo apresentaram beneficio acerca da sobrevida global ou retardo da
progressao tumoral (Ramos et al, 2024).

A resisténcia ao TMZ tornou-se um importante obstaculo na melhoria do
progndstico dos pacientes com GBM. Apesar de possuir um forte efeito antitumoral e
efeitos colaterais limitados, essa resisténcia se deve a tumorigénese recorrente em
virtude da rapida adaptacdo das células de GBM a toxicidade da quimioterapia (Zhao
et al., 2023).

Recentemente, hd a recomendacdo de RT de baixa radiagdo, utilizando
40Gy/15 fracdes de 2,67Gy em trés semanas em vez de 60Gy em seis semanas, além
do uso de TMZ ou RT isoladamente, principalmente para idosos e pacientes com baixa
responsividade ao tratamento. A quimio-radioterapia deve ser acompanhada por
exames de sangue regulares e muita atencao aos efeitos colaterais e toxicidades, bem
como levar em consideracdo o promotor MGMT e o perfil de mutacdo IDH do tumor
(Batistella et al., 2021).

O microambiente tumoral desempenha um papel crucial na determinacao da
resposta ao tratamento. Isso envolve uma série de mudancas na organizacao espacial
e na composicdo da matriz extracelular. No entanto, avaliar essas alteractes
simultaneamente € um desafio do ponto de vista espacial, devido as limitacdes atuais

e a extensdo da heterogeneidade intratumoral (WATSON et al., 2024).
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Muitos estudos estdo em andamento com o objetivo de investigar novas
possibilidades de tratamento para o GBM (Herrlinger, 2020; Silva et al., 2021). Esta
problemética tem desafiado pesquisadores que investigam plantas ou extratos
vegetais como uma cura promissora para o cancer (Jain et al., 2019).

3.1.4 — Plantas do bioma brasileiro utilizadas

Cocos nucifera

E uma planta do tipo palmeira membro da familia Arecaceae, e seu fruto é
chamado pelo nome popular de “coco” amplamente cultivado em regides tropicais em
todo o mundo. Diferentes estruturas desta palmeira sédo exploradas ha milénios, onde
o elemento mais valioso € o fruto. Esta palmeira é fonte de componentes comestiveis,
como agua de coco, 6leo de coco virgem, copra e leite de coco, bem como fibra natural
e carvao ativado (Ignacio et al, 2021). Existem numerosos compostos provenientes
da palmeira C. nucifera que possuem diversos fitoconstituintes bioativos como
flavondides, alcalbides, fendis, esterdides, taninos e saponinas que tem uma gama de
qualidades farmacoldgicas incluindo atividades antioxidantes, anti-inflamatoria,
antiobesidade, antidiabética, anticancerigena, anti-helmintica, anti-inflamatoria,
antiartritica e antibacteriana (Sreekala et al, 2024, Rani et al 2024).

Dipteryx alata

O baru (Dipteryx alata), pertencente a familia Fabaceae, € uma planta nativa
da Bolivia, Paraguai, Peru e Brasil que produz améndoas comestiveis que podem ser
consumidas cruas, torradas ou utilizadas como farinha (Campos, et al, 2024, Dos
Santos, et al, 2024). E uma fruta nativa do bioma Cerrado, amplamente explorada e
exportada (Nunes, 2024). O baru (casca, caule, folhas, frutos e sementes) € usado na
alimentacdo humana, como fontes de renda extrativistas, na recuperacao florestal e
na medicina (Dos Santos, et al, 2024). A améndoa e casca sdo as partes mais
comumente usadas na medicina tradicional para varias doencas (Dos Santos, et al,
2024). A maioria de seus compostos quimicos € classificada como compostos

fendlicos, principalmente flavondides e terpenos (Nunes, 2024, Dos Santos, et al,
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2024). Os efeitos biolégicos relatados do baru sdo: antioxidantes, , cardiovasculares,
na atividade antiofidica, no sobrepeso e obesidade, na regulacéo gastrointestinal, na
atividade antiproliferativa, na atividade antimicrobiana e leishmanicida, no potencial de
cicatrizacdo de feridas, na atividade anti-inflamatéria, na memoria e no

comportamento ansiolitico (Dos Santos, et al, 2024).

Elaeis guineenses

O dendezeiro pertence a familia Arecaceae, compartilhando sua linhagem
botanica com os coqueiros e tamareiras, e possui importancia econémica significativa,
sendo amplamente estudada e explorada comercialmente (Alhaji et al, 2024). Dos
frutos do dendezeiro podem ser extraidos dois tipos de Oleo: o oléo da polpa
conhecido como azeite de dendé e o 6leo de améndoa conhecido como ¢6leo de
palmiste (Embrapa,1995).

O azeite de dendé é obtido da polpa do fruto do dendezeiro, sendo muito
utiizado na culindria baiana, em indlstrias alimenticias, cosméticas e de
biocombustiveis. Este azeite, além das propriedades nutritivas, por ser rico em
carotendides, também é fonte de vitamina A e vitamina E (tocoferdis e tocotriendis)
gue sdo antioxidantes e possui ainda alto teor de &acidos graxos saturados e
insaturados (Dos santos souza, et al, 2023).

Os residuos de dendé tém sido amplamente processados em fertilizantes
organicos e racdes animais. Esta planta tem o potencial de ser usada como uma fonte
de matéria-prima para a medicina tradicional (Faramayuda, et al, 2024). As atividades
anti-inflamatoria, antioxidante, antiparasitaria e anti-hiperlipidémica foram relatadas na
literatura (Faramayuda, et al, 2024, Uwamusi, et al, 2024, Ouattara, et al, 2024, Fitri,
et al, 2024).

Eucalyptus

O género Eucalyptus, pertence a familia Myrtaceae, é originario da Australia e
estima-se que seu plantio gire em torno de 20 milhGes de hectares estejam plantados
e distribuidos em zonas tropicais, subtropicais e temperadas ao redor do mundo. (Da
Silva et al., 2024). Espécies de eucalipto (E. camaldulensis, E. globulus) sédo famosas

por suas aplicacdes terapéuticas, pois € frequentemente utilizado como expectorante
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para aliviar sintomas associados a condicdes respiratdrias, como bronquite e asma
(Shiekh et al, 2024). Os compostos quimicos conhecidos séo fendlicos, flavonodides e
alcaldides (Hamad, et al, 2024).

O principal componente do 6leo, 1,8-cineol (eucaliptol), € reconhecido por suas
propriedades anti-inflamatérias e é utilizado em enxaguatoérios bucais e formulacdes
topicas para alivio da dor (Shiekh et al, 2024). Além disso, estas espécies exibem
propriedades antiinflamatérias, antioxidantes, antifungicas, antibacterianas,
aumentando sua utilidade no tratamento de infec¢des (Singh, et al,2024, Shiekh et al,
2024, Cadena-Cadena, et al,2024, Elangovan, et al, 2024, Martins , et al,2024).

Pennisetum purpureum

Pennisetum purpureum, comumente conhecido como capim-elefante, pertence
a familia Poaceae, é encontrado predominantemente em pastagens tropicais
africanas e continua presente em regides tropicais e subtropicais (Thaisungnoen et
al, 2024, Budiyanto et al, 2024). Essas espécies de gramineas sao caracterizadas por
caules perenes robustos que requerem poucos nutrientes para seu crescimento e
crescem até 3 metros de altura, com o maior rendimento de biomassa entre outras
plantas herbaceas e sdo empregadas como forragem para gado e para tratar
infecgcdes devido suas propriedades antimicrobianas (Budiyanto et al, 2024).

As folhas de Pennisetum purpureum contém alcaldides, flavondides,
glicosideos, saponina, esterbides, taninos e terpendides que sustentam sua
capacidade como antioxidante, antibacteriana, antidiabéticas e antimutagénica
(Budiyanto et al, 2024, Yadav et al., 2024, Thaisungnoen et al,2024).

Saccharum

Saccharum pertence a familia Poaceae e é conhecida como cana-de-agucar
(Hassan,et al. 2024). E uma grama perene que pode crescer até 4 metros de altura e
esta presente em regides tropicais do mundo, como a Australia tropical e as nagdes
tropicais da Asia, Africa e América (Hassan,et al. 2024, Kumar et al., 2024). Quinonas,
terpenos, alcaldides, compostos fendlicos, cumarinas, saponinas, taninos, esteroides,
proteinas e carboidratos estdo entre os fitoconstituintes presentes nas folhas
(Hassan,et al. 2024).
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A cana-de-acucar tem um uso historico no tratamento de varias condi¢des,
incluindo ictericia, hemorragia, distarbios urinarios, distarbios gastrointestinais e
doencas oculares e é reconhecida por suas propriedades cardiotdnicas, diuréticas e
laxativas, além de exibir atividades anti-inflamatérias, antimicrobianas, antiulcerativas

e antioxidantes (Kumar et al., 2024).

Cenchrus purpureus

E uma espécie de grama, membro da familia Poaceae, que se originou na
Africa subsaariana e agora é amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais
do mundo (Demisse, et al.,2024, Aleme, et al., 2024)

Embora haja poucas pesquisas sobre sua eficAcia como planta medicinal no
tratamento de varias doencas, ha relatos de que as infusées de brotos e colmos tém
propriedades diuréticas (Ojo, et al., 2024). Sua composicado fitoquimica também
revelou uma maior propor¢cdo de terpendides, alcalbides, glicosideos cianogénicos,
flavonoides, saponinas e taninos (Rahman,et al. 2023, Ojo, et al., 2024). C. purpureus
foi relatado como um poderoso antioxidante e agente hipoglicemiante (Rahman,et al.
2023, Ojo, et al., 2024).

3.2 Extrato pirolenhoso

Devido a expansédo continua da populacdo mundial e o desenvolvimento das
condicbes de alteracbes climaticas, é cada vez mais urgente desenvolver e
implementar métodos sustentaveis de producdo de biomassa para permitir o
estabelecimento de uma bioeconomia préspera e sustentavel. As tecnologias verdes,
incluindo os biocombustiveis e os bioprodutos, estdo entre as estratégias mais
eficazes para diminuir as emissdes de gases com efeito estufa e o aquecimento global,
ao mesmo tempo que satisfazem as necessidades energéticas da humanidade (Alves
e Silva et al., 2024; Antar et al., 2021)

A biomassa € uma fonte de carbono renovavel, de baixo custo, prontamente
disponivel, amplamente distribuida e ecologicamente correta (Wang et al., 2018).

Atualmente, é a forma mais difundida de energia renovavel e a sua exploracdo esta
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aumentando devido as preocupacdes com o aquecimento global e os seus impactos
negativos na saude humana (llham, 2021; Tursi, 2019).

O bio-6leo (Figura 7) é proveniente da biomassa, ou seja, substancias de
origem organica (vegetal, animal etc.). A principal transformacdo da biomassa, a
pirdlise, € uma metodologia bastante difundida para obtencdo de compostos quimicos,
gue consiste na degradacao térmica da biomassa na auséncia de oxigénio. A pirolise
leva & obtencéo de trés produtos principais uma fragéo solida de carvao residual (char)
e cinzas (solido); uma fracdo volatil composta por gases e substancias organicas de
baixo peso molecular; e uma fracao liquida, constituida por &gua condensada durante
0 processo e uma fase organica semivolatil denominada bio-6leo (Balat, 2008; Devi;

Rawat, 2021; Migliorini et al., 2013; Pighinelle, 2014).

Figura 7 — Obtencédo do Bio-6leo
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O bio-6leo possui um teor elevado de oxigénio (35-40%), agua (15-30%) e
acidez (pH ~ 2,5), e é soluvel em solventes polares, além de ser instavel, podendo
sofrer polimerizacdo e condensacdo ao longo do tempo. Essas reacfes sé&o
favorecidas com o aumento de temperatura e na presenca de ar e luz, resultando em
um aumento de viscosidade e separacao (Figura 8) de fases (Anthony V. Bridgwater,
2004).
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Figura 8 - Bio-6leo em fases: A esquerda o EP (sobrenadante e precipitado) e a direita o bio-
oléo.

Fonte: Autora, 2024

O Brasil é o maior produtor mundial de carvao vegetal, utilizado principalmente
como fonte de energia e agente redutor de minério de ferro na industria siderurgica.
Apesar de sua vasta producao, grande parte da producéo brasileira de carvao vegetal
permanece de baixa tecnologia e ineficiente, com utilizacdo limitada de subprodutos.
Para suavizar impactos ambientais, promover uma economia circular e reduzir o
desperdicio de energia na cadeia produtiva do carvao vegetal, o uso do EP , um
subproduto da carbonizacdo da madeira (biomassa), apresenta-se como benéfico ja
que a utilizacdo do EP leva a uma reducéo de 6% nas emissdes de gases de efeito
estufa e a uma reducéo de 47% no consumo de recursos abioticos (radiacdo solar,
temperatura, sais minerais, oxigénio, agua e solo) (Alves e Silva et al., 2024).

O EP ou &cido pirolenhoso é um subproduto da pirdlise da biomassa que
consiste em uma mistura complexa de substancias bioativas resultante da
condensacdo da fumaca gerada pela carbonizacdo da biomassa (Almeida et al.,
2019). Possui pelo menos 80% de agua e contém diversos compostos. E um produto
com aplicacbes em areas da saude, quimica industrial e agricultura (Candido et al.,
2023; Moura et al., 2023). O EP produzido pela pirélise lenta da biomassa vegetal €
um liguido marrom amarelado ou marrom escuro com pH acido e geralmente
compreende uma mistura complexa de guaiacéis, catecais, siringdis, fenadis, vanilinas,
furanos, piranos, carboxaldeidos, hidroxicetonas, agucares, éteres alquilarilicos,

derivados nitrogenados, alcoois, acido acético e outros acidos carboxilicos. Os
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componentes fendlicos, nomeadamente guaiacol, alquil guaiacois, siringol e alquil
siringdis, contribuem para o odor esfumacado do EP (Mathew; Zakaria, 2015).

A descoberta de novas moléculas com potencial terapéutico e de origem
natural continua a ser um dos grandes desafios da pesquisa terapéutica (Moura et al.,
2023). As mais diversas aplicacfes bioldgicas estdo sendo utilizadas para os EPs
como: anti-séptico, antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatério, cicatrizante de
feridas, herbicida, pesticida, intensificador de crescimento de plantas, atividades
antitérmicas e anticancerigena (Korkalo et al., 2022; Moura et al., 2023; Pereira et al.,
2021; Rabiu et al., 2021; Theapparat et al., 2023).

Diante do potencial biolégico dos EPs e o0 GBM sendo a neoplasia mais grave
do SNC, cujos atuais tratamentos possuem baixa eficacia, € imprescindivel a busca
por novos compostos como opgédo terapéutica para este cancer. Nesse contexto, 0s
EPs surgem como potenciais alternativas. Portanto, decidiu-se avaliar o possivel
efeito antitumoral in vitro de diferentes EPs frente a células de glioblastoma humano
(GBMO02).

4 METODOLOGIA

4.1 Revisao sisteméatica

Para realizacdo da revisdo sistematica da literatura foram realizadas buscas
nas bases de dados PubMed (National Library of Medicine/NLM), Lilacs (Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude) e Scielo (Scientific Library
Online), Web of science, Embase, Scopus and Sci finder. A busca dos artigos foi
realizada entre os meses de janeiro e fevereiro de 2024, utilizando os seguintes
descritores/termos livres e conector booleano: cocos nucifera AND cancer.

Os critérios de inclusédo definidos foram: artigos originais com desenho
experimental que testaram o0 potencial antineoplasico de bioprodutos
(extratos/isolados compostos) obtidos da planta cocos nucifera (com pelo menos um
bioproduto ativo), e que estao disponiveis na integra, publicado entre os anos de 2000
a 2024 e no idioma inglés. Artigos que ndo abordaram o enfoque tematico desta
revisdo ou que nao seguiram todos os critérios de inclusdo foram excluidos. As

publicacdes encontradas durante o processo de busca foram inicialmente avaliadas
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guanto ao titulo e leitura do resumo para verificar a adequacao quanto aos critérios de
inclusdo. Depois de selecionar artigos de todas as bases de dados, foram excluidos
artigos repetidos. Por fim, todos os artigos foram lidos por completo e os dados

sistematizados.

4.2 Estudo experimental

4.2.1 Caracterizacédo dos EPs

Os extratos pirolenhosos foram obtidos da pirélise das seguintes biomassas:
Cocos nucifera (seco e mesocarpo), Dipteryx alata, Elaeis guineenses, Eucalyptus,
Pennisetum purpureum, Saccharum e Cenchrus purpureus sob diferentes condi¢gbes
de processo em parceria com o Laboratério de Sistemas de Separacédo e Otimizacao
de Processos (LASSOP), administrado pelo professor Doutor Jodo Inacio Solleti, da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) sob supervisdo do pés-doutor Mozart
Daltro. Os extratos pirolenhosos obtidos foram caracterizados pelas técnicas de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e avaliados em ensaios
in vitro para verificacdo de possivel atividade antitumoral.

Foi realizado a extracdo liquido-liquido (ELL) (Figura 9) dos principais
compostos organicos utilizando o método otimizado de SANDES et al.,, (2021)
utilizando o solvente diclorometano P.A. com 99,8% de pureza.

Figura 9 — Etapa de extracgao liquido-liquido dos principais compostos orgéanicos dos EPs.
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Foram adicionados 2mL da fase aquosa do EP em anélise e 1mL do solvente
em um tubo de ensaio de 10mL. Com o auxilio de uma pipeta a solucdo foi
homogeneizada em um agitador vértex a 2.800 RPM e aguardou-se a separacao das
fases por 10 minutos. Posteriormente os EPs foram acondicionados em balGes

volumétricos (Figura 10) para em seguida serem injetadas o cromatégrafo.

Figura 10 — Extrato pirolenhoso ap6s etapa de extragao.

Fonte: Autora, 2024

Apbs a ELL, as amostras foram preparadas (Figura 11) a uma concentracéo de
1.000 mg/L e injetadas no cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometria de massa

para interpretacdo dos compostos oriundos dos EPs.

Figura 11 — EP preparado para inje¢do no cromatdgrafo
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A caracterizacdo dos EP’s apds LLE foram realizados por GC/MS, modelo
GC/MSQP2010 PLUS, da marca Shimadzu (Figura 12), com uma coluna DB5 (poli-
dimetil siloxano com 5% de grupos fenila) com 60 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 um de espessura (J&W Scientific, Agilent Technologies, EUA).

Figura 12 — Cromatografo modelo GC/MSQP2010 PLUS, Shimadzu.

Fonte: Autora, 2024

As condi¢des cromatograficas foram otimizadas a partir da literatura, tendo por
base no trabalho de Sandes et al., (2021). Foram injetados 1 pL das amostras no
modo split no injetor a 280 °C. O programa de temperatura do GC iniciou em 40 °C
por 2 min, o forno foi aquecido até 300 °C a uma taxa de 4 °C min-1 permanecendo a
essa temperatura por 5 min.

O processamento de dados cromatograficos monodimensionais foi realizado
pelo software GCMS-Solution (Shimadzu), e para a comparacdo dos compostos foi
utilizada a biblioteca NIST-08, sendo considerados identificados os compostos com
similaridade maior que 80%.

Quadro 1 — Descrigcao das espécies vegetais utilizadas na producao dos extratos

Nome Cientifico Nome Popular Biomassa Utilizada T* de Pir6lise
Cocos nucifera Coco (mesocarpo) Tecido lenhoso 300°C
Coco (endocarpo) Tecido lenhoso 300°C
Dipteryx alata Baru Tecido lenhoso 300°C
Elaeis guineenses Dendezeiro Tecido lenhoso 300°C
Eucalyptus Eucalipto Tecido lenhoso 300°C

Saccharum Lignina (GranBio®) Tecido lenhoso 300°C
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Pennisetum Capim King Tecido Lenhoso 300°C
purpureum
Cenchrus purpureus Capim Elefante Tecido Lenhoso 300°C

Nota: T* - temperatura. Pirdlise a 300°C com taxa de aquecimento de 10°C/minuto e tempo de

residéncia de 2 horas.

Fonte: Autora, 2024.

4.2.2 Avaliagéo do efeito antitumoral dos EPs

Para realizacdo dos ensaios in vitro foram utilizadas células de glioblastoma
GBMO02, cedidas pelo Professor Doutor Vivaldo Moura Neto, do Instituto Estadual do
Cérebro Paulo Niemeyer (IECPN-RJ), Rio de Janeiro, Brasil. Essa linhagem de tumor
humano foi estabelecida em seu laboratério, no departamento de Anatomia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ),
a partir de amostras cirirgicas, com o consentimento do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF-RJ), sob o protocolo
CEPHUCFF No. 002/01.

As células GBMO02 foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle/F12 (DMEM/F12), suplementadas com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 1% (v/v)
de L-glutamina, 1% (v/v) de piruvato e 0,1% (v/v) de penicilina/estreptomicina, e
mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO2. As células GBMO02
foram plagueadas em placas de 96 pocos, na concentracédo de 6x102 células a cada
100 yL de DMEM/F12. ApGs aderidas, as células foram tratadas com extratos
pirolenhosos, nas concentragdes de 1%, 0.2%, 0.1%, 0.05%, 0.025% e 0.0125% v/v,
e incubadas em estufa a 37°C, em atmosfera umedecida contendo 5% de COz,
durante o tempo de 48 horas. Apés o periodo de incubacéo o sobrenadante foi retirado
e adicionado a cada poc¢o 50 pL de uma solucdo de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazélio ou MTT (0,5 mg/mL) em meio DMEM/F12. Baseado no
principio do método colorimétrico, o MTT foi metabolizado por enzimas mitocondriais
de células viaveis originando cristais roxos de formazan (MOSMANN, 1983).
Passadas 2 horas da adi¢cdo do MTT a placa, os sobrenadantes foram retirados e em
seguida adicionados 50 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) em cada pog¢o, com a

finalidade de lisar as células viaveis e detectar os cristais de formazan nessas células.
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Apos 30 minutos, foi realizada a leitura da placa através de um leitor de microplacas
na absorbéancia de 530 nm.

A concentracdo de cada extrato responsavel por inibir 50% da viabilidade de
GBMO02 (Clsg), em 48 horas, foi calculada baseada em uma comparagcdo com o
controle DMEM-F12 (controle do meio, cujas células foram consideradas 100%
viaveis).

4.2.3 Avaliacao do efeito citotoxico dos EPs sobre mondécitos e linfocitos

Células mononucleares sanguineas, mondcitos e linfocitos, foram isolados de
amostras de  sangue periférico de  doadores voluntarios (CAAE:
67813823.8.0000.5013). Essas células foram cultivadas em meio de cultura Roswell
Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino, 1% (v/v) de L-glutamina, 1% (v/v) de piruvato e 1% (v/v) de aminoécido, e
mantidas em estufa a 37°C contendo 5% de COo..

As amostras de sangue periférico coletadas de doadores voluntarios (n=3),
foram diluidas em iguais volumes de PBS 0,1 M. Essa solucao foi cuidadosamente
adicionada a um tubo falcon contendo histopaque®, na proporcdo de 2:1 e,
posteriormente centrifugada a 2.837 rpm, durante 30 minutos a 26°C. Apés a
centrifugacdo, a solucéo foi separada, em virtude da densidade do histopaque®, em
trés diferentes camadas visiveis: uma superior (soro), a intermediaria (células
mononucleares sanguineas e histopaque®) e uma inferior (hemacias). Em seguida a
regido intermediaria foi cuidadosamente removida e submetida a trés centrifugacfes
de 10 minutos cada, a 2.136, 1.638 e 1.337 rpm a 26°C, respectivamente, com a
finalidade de se eliminar qualquer vestigio de histopaque® e se obter somente
monacitos e linfécitos (Ulmer et al., 1984) .

Uma vez isolados, mondcitos e linfécitos foram cultivados em placas de 96
pocos na concentracdo de 1x10° células a cada 50 uL de RPMI-1640. Por serem
células ndo aderentes, e ndo necessitarem de um tempo para se fixarem ao poco,
logo em seguida receberam os tratamentos com as concentracdes de 1%, 0.2%,
0.1%, 0.05%, 0.025% e 0.0125% v/v, e na sequéncia foram incubadas em estufa a
37°C, em atmosfera umedecida contendo 5% de CO3, durante o tempo de 48 horas.

Apos esse periodo, foram adicionados 20 pL de MTT (5 mg/mL) em cada poco
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das placas, que foram novamente incubadas durante 4 horas em estufa, nas mesmas
condicbes citadas anteriormente. Na sequéncia, foram adicionados 200 pL de
DMSO/poco para solubilizar os cristais de formazan. Apos 20 minutos foi realizada a
medicao das absorbancias utilizando um leitor de microplacas a 550 nm.

A comparacao dos resultados dos grupos tratados com os extratos e o tratado
com o controle DMEM-F12 (células foram consideradas 100% viaveis) permitiu a
obtencdo das concentracdes dos extratos que apresentaram 50% de citotoxicidade

em monacitos e linfécitos (CCso).

4.2.4 Avaliacao da seletividade dos extratos pirolenhosos

Com a finalidade de avaliar se os EPs apresentaram acédo mais seletiva para
GBMO02 do que para células mononucleares sanguineas, fez-se necessario o célculo
do indice de seletividade de cada extrato, segundo a férmula:

indice de seletividade (IS) = Concentracdo Citotdxica 50% (CCso)

Concentracao Inibitéria 50% (Clso)

E importante destacar que quanto maior o valor numérico do IS, mais seletivo
para GBMO02 é o extrato (Aliabadi et al., 2024; Vilkova et al., 2022; Widiandani et al.,
2023).

4.2.5 Avaliacao do efeito antimigratério dos extratos pirolenhosos

Para a avaliagcdo do efeito antimigratorio dos extratos pirolenhosos sobre
GBMO2 foi realizado o ensaio de Scratch (Liang; Park; Guan, 2007). Inicialmente, as
células GBM02 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na concentracdo de 10°
células em 400 uL de DMEM/F12. ApoOs encontrarem-se aderidas e apresentando uma
confluéncia de cerca de 90 a 95%, foi realizado um risco vertical, com uma ponteira
de 200 pL, no centro de cada poco, a fim de estabelecer uma regido sem células. Na
sequéncia, o sobrenadante foi retirado para eliminar células em suspensdo e em
seguida o meio de cultura foi reconstituido nos pogos com 400 pL de DMEM/F12.
Nesse momento, denominado de TO, foram realizadas microfotografias dos pocos
individualmente, em um microscépio Optico invertido, no aumento de 4x, marcando o
local do poco fotografado.
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Em seguida, as células foram tratadas. E valido destacar que, de maneira
peculiar, nas solugdes dos extratos, foi utilizado meio DMEM/F12 suplementado com
1% (v/v) de L-glu, 1% (v/v) de piruvato e 0,1% (v/v) de penicilina/estreptomicina, sem
suplementacao com SFB, para evitar ou minimizar a proliferacéo celular, o que geraria
um viés para a investigacdo de um possivel efeito antimigratorio.

ApGs a realizagdo dos tratamentos, as placas foram armazenadas em estufa
de CO2, nas mesmas condicdes ja citadas, por 24 horas, uma vez que a auséncia do
SFB no meio de cultura acarreta morte celular apos esse tempo. Transcorrido esse
periodo foi realizada a segunda captura de imagens, nas mesmas areas fotografadas
em TO, utilizando o mesmo microscopio e aumento da leitura anterior, para se verificar
gualitativamente a resposta dos tratamentos sobre a migracdo de células para a
regido anteriormente vazia.

Na andlise quantitativa, a area vazia dos pocos em TO e T24 foi determinada
com o auxilio do programa ImageJ® e a porcentagem de inibicdo da migracao celular
nos diferentes grupos de tratamentos foi obtida de maneira indireta, levando-se em
consideracao as areas vazias de TO e T24 utilizando a formula abaixo:

% de migracdo de GBM02 = 100 — Area vazia em T24 x 100

Area vazia em TO

4.2.6 Avaliacéo do efeito dos EPs sobre a morfologia de GBM02

As células GBMO02 foram plaqueadas na concentracio de 6x10° células a cada
500 pL de DMEM/F12, em placas de 24 pocos contendo laminulas de 13 mm. Uma
vez aderidas as laminulas, realizou-se os tratamentos. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa de CO2, em condi¢des ja conhecidas, por 48 horas, mesmo
periodo de tempo dos ensaios de triagem inicial. Apos esse periodo, o sobrenadante
foi retirado e as células foram lavadas 3 vezes com PBS 0,1 M e fixadas com metanol
durante 2 minutos. Na sequéncia as células fixadas foram coradas com panético
rapido® (triariimetano a 0,1%, xantenos a 0,1% e solucéo de tiazinas 0,1%). Ao final
da coloragdo as laminulas foram lavadas com &gua destilada, secas durante um
overnight, e coladas nas laminas com entelan®. As microfotografias representativas
do aspecto morfolégico de GBMO02 apds os diferentes tratamentos foram obtidas

através de microscoépio Optico, nas objetivas de 10x e 40x.
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4.2.7 Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como a percentagem da média £ o desvio
padrdo da média (d.p.), e as diferencas foram analisadas estatisticamente
empregando-se a analise de variancia ANOVA one-way seguido do pOs-teste de
Dunnett, em que os valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Os
experimentos de viabilidade celular foram realizados em triplicata, e os ensaios de
migracdo e morfologia foram feitos em duplicata, todos de forma independente. Os
dados quantitativos foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism®
versdao 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA). As imagens de
microscopia Optica do ensaio de morfologia, obtidas de dez campos microscépicos
aleatorios, e do protocolo do scratch, foram analisadas utilizando o software Fiji
ImageJ®, verséo 2.0.0/2015.
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RESUMO

Os compostos bioativos provenientes de plantas possuem um papel fundamental na
terapia antitumoral, fornecendo novas alternativas para o desenvolvimento de futuros

medicamentos. Sendo assim, o isolamento, caracterizacdo e identificacdo de novos
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compostos bioativos para a prevencdo e tratamento do cancer continuam a ser um
aspecto importante na investigacdo de produtos naturais. Existem uma infinidade de
estudos tanto in vitro quanto in vivo, publicados nas Ultimas décadas, que
estabeleceram associacdes entre o perfil fitoquimico de compostos bioativos e a
atividade anticancerigena. Esta revisdo aborda os potenciais efeitos anticancer de
compostos bioativos presentes na planta Cocos nucifera. Também destaca a
necessidade de mais estudos in vitro, in vivo, in silico e ensaios clinicos para
desenvolver uma compreensdao ampla do potencial que as plantas tém para o

desenvolvimento de quimioterapicos.

Atividade anticancer

1 INTRODUCAO

O céancer € um grupo de doencas ndo transmissiveis que representa um
importante problema de saude publica, sendo uma das maiores causas de morte no
mundo, e apesar de varios estudos estarem em desenvolvimento, 0 mecanismo eficaz
para o tratamento do cancer ainda nédo foi totalmente esclarecido (Bray et al., 2024,
Ferlay et al., 2019; Gach-Janczak et al., 2024; Khan et al., 2024). Este grupo de
doencas tem sido considerado uma problemética do século XX, ja que existe um
crescente aumento da incidéncia e na mortalidade, desde o final do século XVIII até
os dias atuais (Ferlay et al., 2024; Gach-Janczak et al., 2024). A propor¢éo que a

prevaléncia do cancer aumenta, novas terapias anticancerigenas sao urgentemente
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necessarias, e a abordagem farmacoterapica utilizando produtos naturais tem
ganhado a atencao de novas investigacdes (Ansor et al., 2023; Ribelles et al., 2024).

Os tratamentos medicamentosos contra o cancer estdo em constante evolucao
devido ao progressivo aumento do niumero de pesquisas nos ultimos anos (Storme,
2024). Os produtos naturais e 0s seus analogos estruturais tém historicamente dado
uma contribuicdo importante para a farmacoterapia do cancer, oferecendo a
comunidade cientifica a possibilidade de explorar novos compostos naturais contra
esse grupo de doencas (Atanasov et al., 2021; Chunarkar-Patil et al., 2024).

Por milhares de anos, a natureza tem sido uma fonte de substancias médicas,
e um namero impressionante de remédios contemporaneos foram identificados a
partir de origens naturais (Chaachouay; Zidane, 2024). Os compostos que poderiam
potencialmente se tornar candidatos a novos medicamentos devem ter a capacidade
de inibir a proliferacdo e/ou induzir apoptose em células cancerigenas sem causar
muito dano as células normais (Gach-Janczak et al., 2024).

A busca intensiva por novos medicamentos anticancer tem focado no
isolamento de compostos com propriedades citotoxicas de plantas ou na triagem de
milhares de moléculas sintéticas (Gach-Janczak et al., 2024). O paclitaxel, a vincristina
e a vinblastina sdo quimioterapicos de origem natural utilizados para tratamento do
cancer de mama, pulméo, ovario e leucemias e destacam a importancia de proteger
a vasta biodiversidade na Terra, pois outros produtos naturais aguardam para serem
descobertos (Chunarkar-Patil et al., 2024; Ferraciolli; Pires, 2024; Gao et al., 2024;
Taub et al., 2024).

O coco é uma cultura com usos versateis, inclusive como bebida refrescante,
Oleo comestivel e nutracéutico (Arhin et al.,, 2023). O coqueiro € um importante
membro da familia das palmeiras Arecaceae, popularmente conhecida como Cocos
nucifera, € uma das frutiferas mais cultivadas em todo o mundo que possui multiplas
utilidades, sendo cultivada principalmente por seus valores nutricionais e medicinais,
estando presente praticamente em todos os continentes devido a sua adaptabilidade
e utilidade, propiciando os mais variados produtos, tanto na sua forma in natura quanto
industrializada (Lima et al., 2015). Existem varios produtos do coco, como agua de
coco, copra, 6leo de coco, carogo cru, bolo de coco, toddy de coco, casca de coco,
produtos a base de madeira, folhas de coco, miolo de coco etc (Roopanet et. al, 2015).

O fruto consiste no epicarpo externo (casca), ho mesocarpo (fibras da casca), no
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endocarpo interno e no endosperma carnoso comestivel (polpa do coco). (DebMandal;
Mandal, 2011; Elsbaey et al., 2024)

Esta palmeira origina diversos produtos naturais inclusive por seu valor
medicinal, assim como € matriz para o desenvolvimento de produtos industriais
(Elsbaey et al., 2024). Os paises que cultivam C. nucifera, majoritariamente tem como
objetivo explorar comercialmente a copra para producdo de o6leo e coco seco
desidratado. (DebMandal; Mandal, 2011; Elsbaey et al., 2024, Lima et al., 2015; Vinod,;
Rani, 2024). Quando comparados com outros extratos de plantas, os extratos de C.
nucifera desempenham um papel importante em diversas aplicacdes bioldgicas (Lima
et al., 2015).

Seus efeitos farmacolégicos diferem de acordo com a parte da planta ou fruto
utilizado (Roopan, 2016). Todas as partes do fruto do coqueiro podem ser
aproveitadas, ja que C. nucifera € uma planta amplamente dispersa mundialmente
gue apresenta importantes efeitos farmacol6gicos com baixa toxicidade (Lima et al.,
2015). Estudos anteriores demonstraram  atividades  antiinflamatorias,
antimicrobianas, antioxidante, anti-helmintica e anticancer (Balogun et al., 2014;
Gatasheh, 2024; Lima et al., 2015; Roopan; Elango, 2015; Sewwandi et al., 2014; Silva
et al., 2013; Tayler et al., 2019). Além disso, o uso medicinal de C. nucifera tem apelo
ambiental, uma vez que esta planta é amplamente utilizada na indastria alimenticia e
0 uso de partes descartadas reduzird o desperdicio e a poluigédo (Lima et al., 2015).

Sendo assim, esta revisao realizou uma pesquisa sobre estudos que avaliaram
a atividade antitumoral de C. nucifera e seus varios bioprodutos, coletados de
diferentes partes da planta, em ensaios in vivo, in vitro e in silico em bases de dados

especificas.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo trata-se de uma reviséo sistematica da literatura, na qual
foram realizadas buscas nas bases de dados PubMed (National Library of
Medicine/NLM), Lilacs (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude) e Scielo (Scientific Library Online), Web of science, Embase, Scopus and Sci
finder. A busca dos artigos foi realizada entre os meses de janeiro e fevereiro de 2024,
utilizando os seguintes descritores/termos livres e conector booleano: cocos nucifera

AND cancer.
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Os critérios de inclusdo definidos foram: artigos originais com desenho
experimental que testaram o0 potencial antineoplasico de bioprodutos
(extratos/isolados compostos) obtidos da planta C. nucifera, e que estdo disponiveis
na integra, publicado no periodo de 2000 a 2024 e no idioma inglés. Artigos que néo
abordaram o enfoque tematico desta revisdo ou que nao seguiram todos os critérios
de inclusdo foram excluidos. As publicacbes encontradas durante o processo de
busca foram inicialmente avaliadas quanto ao titulo e leitura do resumo para verificar
a adequacéo quanto aos critérios de inclusdo. Depois de selecionar artigos de todas
as bases de dados, foram excluidos os artigos repetidos. Por fim, todos os artigos

incluidos foram lidos por completo.

Figura 1. Fluxograma ilustrando o processo de sele¢cdo de artigos nas bases de dados

/ \ Critérios de inclusio:
Pub Ed - Artigos origingis gque
avaliaram o potencial

antineoplasico i wieag,

Artigos

LILACS In vitra ol b sifico de . .
O ke ey Lot ricns r |_ bioprodutos obtidos da incluidos
h planta cocos nucifera. 32
(=] -Disponiveis na inteara
-g “\:l'il| A 01 & publicado ertre os
k : Brasif .
- i : Artlgos ::-Iuisng:z g.I:IIZID e 2024,
= 2 Clarivate’ analisados
o Web of Science 554
1] .
() Critérios de Fora da
1] Exclusio: tematica
24} - - Artigios gue néo 480
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\ _/ 42

3 RESULTADOS

Durante a obtencao dos artigos, a base de dados PUBMED foi que recuperou
0 maior numero de artigos (Tabela 1), seguido de Sci Finder e Embase,
respectivamente. Foram obtidos o total de 554 resultados, onde 480 foram excluidos
por ndo estarem de acordo com os critérios de incluséo. Inicialmente, 74 artigos foram
selecionados atraves da buscativa nas bases de dados. Além disso, houve a exclusdo
de 42 artigos por repeticdo e ndo houve exclusao por dados incompletos ou outros

critérios. Sendo assim, foram incluidos 32 estudos.
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Tabela 1 - Namero de artigos encontrados e selecionados na revisado sistematica em diferentes

datas bases e seus descritores.

DATABASE DESCRITORES ARTIGOS ARTIGOS
ENCONTRADOS | SELECIONADOS
Pubmed 161 7
Lilacs 2 2
Scielo 0 0
Web of Science cocos nucifera and 29 8
cancer

Embase 155 18
Scopus 48 12

Sci finder 158 27
total: 554 74

Total de artigos selecionados apdés a exclusdo de duplicatas:32

O artigo mais antigo foi publicado em 2001 e descreve estudos in vivo
realizados por Manoj e colaboradores. Nos anos seguintes, houve uma estabilidade
no numero de publicagdes anuais, com um crescimento das publicacées em 2010 e
essa tendéncia continua crescente até o ano corrente. Sendo assim, a literatura
demonstra um maior interesse na pesquisa de C. nucifera em relacdo a atividade

antineoplasica conforme podemos observar na Figura 2.
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Figura 2 - Distribuicdo anual das publicacfes incluidas.

n de artigos versus ano
4

n de artigos

Fonte: Autora, 2024.

Em relacdo ao tipo de estudo (Figura 3), 25 artigos (78,12%) realizaram
exclusivamente ensaios in vitro, em contrapartida 3 (9,37%) realizaram ensaios
exclusivamente in vivo. Enquanto 2 (6,25%) realizaram ambas as metodologias de
analise (in vitro e in vivo), e somentel (3,12%) estudo avaliou as metodologias in

vivo e in silico e apenas 1 in silico (3,12%).

Figura 3 - Diagrama agrupando os estudos por tipo de ensaio in vivo, in vitro e in silico.

in vitro o i vivo

in sifico

Fonte: Autora, 2024.
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Quando analisados os artigos em relacao ao pais da publicacéo, observou-se
que os 32 artigos selecionados foram publicados por 16 paises diferentes, onde o pais
que mais realizou publicacées foi a india, totalizando 10 publicagdes. Em seguida vem
0 Brasil e a Tailandia com 3 publica¢bes, cada um. As figuras 4 e 5 detalham o

percentual dos artigos e a distribuicdo geografica dos artigos incluidos.

Figura 4. Distribuicdo percentual, por pais de publicagao, dos artigos incluidos.

artigos publicados

Palestina
3,1%
Japéo
3,1%
Nova Zelandia India
3,1% 31,3%
Turquia Y
3,1%
Brasil
9,4%
Nigéria
3,1% Philippines
. 3,1%
Malaysia Panama
8,3% 3,1%
Arabia Saudita
Thailand 6,3%
94% China
6,3%

Fonte: Autora, 2024.

Figura 5. Distribui¢do geogréfica dos artigos incluidos.

Fonte: Autora, 2024.
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Quando analisamos os artigos em relacéo as porc¢des utilizadas de C. nucifera,
a casca do fruto foi a por¢cdo mais utilizada, totalizando 7 artigos, a segunda foi a agua
do fruto. Em seguida vem o 6leo e as folhas com a mesma quantidade de artigos. A

figura 6 descreve o percentual de artigos e as por¢des utilizadas.

Figura 6. Percentual de artigos e as porc¢des utilizadas

toxina

folhas
2.8% 11,1%
leite '
5.6%
suco
2,8%
bolo de coco
2,8%
semente 7 casca
8.3% 19,4%
inflorescéncia
2.8%
agua
16,7% oleo
11,1%
flores
0,
farinha 2,8%

fruto inteiro
8.,3%

5,6%

Fonte: Autora, 2024.

Em relacdo ao tipo de cancer pesquisado, o cancer de mama foi o mais
avaliado, seguido do cancer de colo cervical. A Figura 7 descreve os demais tipos de

cancer avaliados e seus respectivos percentuais.

Figura 7. Distribuicdo percentual do tipo de cancer pesquisado
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Linfoma
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3,9%
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Cancer de mama
27.5%

Figado
7.8%

Fonte: Autora, 2024.
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Os artigos com desenho exclusivamente in vitro foram agrupados na Tabela 2.

As informacdes coletadas para compor esta tabela foram: tipo de biomaterial, ano da

publicacdo, objetivo, células cancerigenas avaliadas, metodologia, resultados e, por

fim, a referéncia do artigo (home do autor principal e ano de publicacéo).

Tabela 2 - Estudos in vitro com potencial atividade antineoplasica de bioprodutos derivados de
C. nucifera selecionados nesta revisdo sistemética.

Blo_mat Ano Objetivo Linhagem Metodologia Resultado Referencia
erial celular
As células cancerigenas
HCT-116 foram tratadas
com 100 pg/ml de As nanoparticulas
- nanoparticulas de ZnO e de ZnO nao
biossintese de
) extrato de folhas de C. apresentaram
nanoparticulas nucifera, em pocos citotoxicidade
de 6xido de linha celular - ’ pog
: X triplicados por 48 h. Para contra essas
extrato zinco usando de carcinoma detecgédo de morte células (Gharpure et
1 de 2022 extrato de folhas colorretal 6ao . p
) celular, as células foram cancerigenas al., 2022)
folha de C. nucifera humano HCT- tratadas com 40 pl de antes e depois da
que atua como 116 = H  denc
solugéo de azul de calcinacéo,
agente redutor e ) 2% diluid ltand .
estabilizador tnpan~o a 0,4% diluida em ressaltando assim
solugéo salina tamponada sua natureza
com fosfato (PBS) 1X na biocompativel
proporgao de 1:1 por 20
S.
A atividade citotoxica
contra MCF-7 foi
realizada usando a
reducdo metabolica de
MTT. As células MCF-7
foram semeadas (4 x 10*
células por pogo) em um
volume final de 100
pl/pogo em placas de 96
pocos e incubadas com
casca, Avaliar a linhagem de RPMI-1640 suplementado
! . . 9 com gentamicina, L-
folhas, atividade células de - =
. g - glutamina, NaHCO3, N&o houve (Tayler et al.,
2 polpa, 2019 antiparasitaria e cancer de tampao HEPES e 10% de atividade 2019)
leite e anticancerigena mama MCF-7 P . il
. ; SFB, a 37°C. Apds a
coco de C. nucifera e parasitas N
fixagdo, elas foram
tratadas. Apos a
incubagéo a 37°C por 72
h, as células foram
fixadas com &cido
tricloroacético frio a 20%
(p/v) por 2 h e coradas
com corante SRB por 30
minutos. Determinagédo
de DO a 540 nm em um
leitor de placas ELISA
A eficacia anticancer foi
avaliada usando o ensaio As atividades
To test the SRB. As células (1x104 antlcancerlgen:els
B células por poco) foram da nanoemulsé&o
Metformin-
coconut oil semeadas em placas de de coco carregada
o 96 pogos por 24h e com metformina
nanoemulsion’s ~
: tratadas com formulagdes foram altamente
anticancer "
de nanoemulsdo em melhoradas em
effects on ~ = A
human breast MCE-7 concentragdes de cada comparagao a -
6leo de ? formulacéo (0, 0,01, 0,1, metformina nao (Alotaibi et al.,
3 2023 adeno- HepG2 e
coco ) 1, 10 e 100Ig/ml) formulada com 2023)
carcinoma HCT-116 .
. incubadas por 72h em um IC50s de 8,3+ 0,1
(MCF-7), liver ; B
carcinoma cells lle|tor de microplacas mg/ml, 12+ 1,5
ajustado para 540nm. A mg/ml, 2,685+0,3
(HePG2), and J~ . .
colon anal!se do ciclo Qelular f0| mg/ml para as
adenocarcinoma realizada para citometria linhas celulares
(HCT 116) de fquo. A color:;l(;ao com MCF-7, HepG2 e
anexina V-FITC/iodeto de HCT-116,
propidio foi conduzida respectivamente
para examinar a apoptose
4 extrato 2007 Investigar as linha celular A viabilidade celular foi atividade (Koschek et
s atividades de avaliada pelo ensaio antitumoral contra al., 2007)




aquoso antitumorais in eritroleucemia MTT. As células foram a linhagem celular
sda vitro de fracdes (K562) e adicionadas a placas de de leucemia K562
fibra da de extratos Lucena 1, um microtitulagéo de 96 (60,1 +8,5e47,5
casca aquosos da fibra derivado pogos (2 x 104/pogo) e +11,9% para as
da casca das multirresistent incubadas com meio variedades tipica A
variedades C. e (MDR) e (controle), diferentes e comum,
nucifera resistente a concentragfes de (5, 50 e | respectivamente) a
vincristina de 500 pg/mL). Apés 48 h, citotoxicidade
K562 cada poco recebeu 20 pL contra a linhagem
de MTT (5 mg/mL) e a celular Lucena 1
placa foi incubada por foi de cerca de
mais 4 h a 37°C no 50% (51,9+3,2e
escuro. A placa foi 56,3 + 2,9 para as
centrifugada, o pellet foi variedades tipica A
solubilizado em DMSO e e comum,
a absorbancia foi medida respectivamente).
com um leitor de ELISA a
570 nm
verificar se as "”hadC:'”'ar A viabilidade celular foi
catequinas eritroleucemia avaliada usando MTT. A Foi observado um
Fibra isoladas de C. (K562) e em prollfera%a_g celular foi defeltg |n|b|tc<iJr|o Kirssb
da 2003 nucifera eram linfocitos . medica por 0se-depen ente (Kirszberg et
o ) incorporacéo de [3H]- nas células al., 2003)
casca capazes de inibir normais do imidi slise do cicl )
a proliferagio sangue timidina e analise do ciclo ) tum_orals e nos
> celular em um citdmetro linfocitos ativados
celular periférico
h de fluxo.
umano
O efeito anticancer na Uma agéo
linhagem celular de inibitéria do
Focar na cancer_de pL_JImao crescimento
exploracio da ) humgno foi avaliado pelo dependente da
pude linha celular ensaio MTT para 25-200 dose (96,15% por
poténcia A . .
extrato L de cancer de ug/ml do extrato e a 200 pg/ml) foi (Grace;
medicinal e dos i S i - ? :
de 2022 ) P pulméo atividade anti-inflamatoria exercida em Monisha,
fitoquimicos do . )
flores - humano para diferentes células da 2022)
extrato etandlico < .
das flores de C (A549) concentragdes (1000- linhagem celular
: ’ 8000 pg/ml) do extrato foi de cancer de
nucifera X h ~
avaliada usando o ensaio pulm&o humano
de degradacao da pelo extrato ( ICso -
albumina do ovo in vitro. 90,2 pg/ml).
Placa de 96 pogos foi
utilizada para cultivar as
células em uma -
concentragdo de 5000 A v!ab|l|dade da
células/poco. Mais tarde célula MCF7
: o ! depende tanto da
ao incubar as células em
i . . dose quanto do
Avaliar a sintese placa de poco por um dia, tempo e o efeito
olifend verde de AgNPs elas sdo submetidas a Ag corzbinado de
p is usando extrato NPs e ondas US. Cada ondas
) de folhas de C. adenocarcino experimento foi realizado Pl
obtidos if P ultrassonicas e |
do 2020 nucifera e ma de mama por ?,,vezes. Ap6s incubar AgNPs na (Wang et al.,
ondas humana as células por 72, 48 e 24 o 2020)
extrato | P ~ . viabilidade celular
das ultrassonicas (MCF7) h, solugéo salina &
folhas como uma ta}mppnada com fosfato comparativamente
potencial terapia foi utilizada para lavar as maior do que o
contra o cancer. células. Entdo a a
e ) tratamento
viabilidade celular foi A
medida realizando um Aln?\;\'gguea:)ﬁzzs
teste MTT. Um leitor de g P
) : : ultrassonicas.
microplacas Elisa foi
utilizado para medir a
absorbancia a 570 nm.
A integridade da
membrana foi examinada -
Investigar a por meio do registro de _auwc_iade_
5 - antiproliferativa
Cn- capacidade . imagens usando um
AMP2 anticancerigena Linhagens microscopio invertido _contra as
celulares de S linhagens de
um do Cn-AMP2 i utilizando o teste de slulas de gl Prabh
eptide 2014 contra as linhas gioma excluséo de azul de celuias de giioma (Prabhu et
po do celulares de humano trinano humano 1321N1 e al., 2014)
. 1321N1 e - . UB7MG com
coco glioma humano US7TMG A viabilidade das linhas valores de ICso de
verde 1321N1 e celulares foi determinada 125e 185 ri?M
U87MG usando o CellTiter 96® re's ecti\;amentez’
Aqueous One Solution P ’
Cell Proliferation Assay
: Ir?ves_tlga_r 0s O kit de reagentes BD Os resultados
manooli efeitos inibitorios ™ - mostraram que 0s
Cycletest™ Plus avaliou o o
gossac dos ciclo celular CMOSs exibiram
arideos manooligossacar células ; : atividade inibitoria
extraid ideos extraidos HCT116 de Para a\_/all_a_r amorte significativa contra
f ~ celular, foi utilizado um kit . ~ (Pason et al.,
os da 2023 da farinha de cancer de deteccio de anontose a proliferacéo de 2023)
farinha coco (CMOSs) colorretal FIT(g—annexir?Vp células HCT116 de
de coco na proliferagdo e humano L : maneira
; ~ As atividades de
(CMOS migragdo de caspase-8. —9 e —3/7 dependente da
s) células HCT116 P ! concentragdo e
A foram detectadas usando L
de cancer suprimiram
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colorretal um kit de ensaio (59,53%) as
humano Caspase-Glo- células HCT116.
8, —9 e —-3/7. Para avaliar
a producgéo de ROS
intracelular, foi realizado
um ensaio de diacetato
de 2',7’-diclorofluorescina
néo fluorescente.
A migracao celular foi
realizada em um sistema
Transwell.
Ensaio de formacéo de
tubo capilar
ambas as
variedades
demonstraram
aproximadamente
. . 50% de reducéo
Método TBEA. As células =
HelLa foram pré-tratadas :juﬁg?(;en;rrzf%%
Avaliar os com o ICso de MATAG dia ’3) e
L FDCW ou AD FDCW. A . .
potenciais inibicio d : continuando até o
efeitos nibicao do crescimento dia 8. alteragdes
. ) foi avaliada nos dias 1, 3, Ry
quimiopreventivo slulas d As al ~ morfologicas de
Agua s de duas celuas do 5e 8. As alteragdes células HelLa
. céancer morfoldgicas foram - P (Ansor et al.,
10 de 2023 variedades de - h tratadas incluiram
. cervical monitoradas sob um 2023)
Coco agua de coco (Hela) microscopio de contraste arredondamento
liofilizada contra pio ¢ P de células,
. de fase e microscépio .
células de fluorescente estreitamento de
cancer cervical ; lamelipédios,
(procedimento de ’
(HeLa) coloragao usando encolhimento
PureBlu™ Hoechst 33342 Ceﬁ's&ggsgzde
Nuclear Staining Dye) AR
vacuolizagao,
condensacéo de
cromatina e
fragmentagéo
nuclear.
Avaliar os
efeitos
citotoxicos e
extrato antioxidantes de
s extratos rabdomiossar
metané metanolicos de coma (RD) Cocos nucifera
licos de dez plantas linhas de apresentou a
1 dez 2023 seIemonad_a_s da cglulas de BSLA e MTT maior !nlblgao no (Abu et al.,
plantas etnomedicina cancer de crescimento de 2023)
selecio nigeriana como mama (MCF- Hela (CCs0=24,16
nadas uma provavel 7) e cervical pg/mL).
da fonte de (HeLa)
Nigéria produtos
naturais para o
tratamento do
cancer
Os resultados
mostraram uma
citotoxicidade
significativa de
Ensaio MTT, coloracéo forma dose-
AO/EB, produgéo de dependente. CKf a
h . superdxido 10ug/ml inibiu o
Avaliar o efeito . ial h
citotoxico da mltoeondrla/RQS e crescimento em
. P alteragc6es nos niveis de 70%, induziu
fracdo rica em células de Alcio i ul
carogo polifendis do cancer de _ caiclo !ntracey ar, apopto~se, (Dhanyakrishn
A microscopia eletrdnica de alteracOes
12 | de coco 2018 caroco de coco prostata varredura e microscopia morfolgicas e anetal.,
(CK (CKf) em células | humano (DU- en P 9 2018)
) confocal, niveis de ROS e nucleares,
de cancer de 145) " ; ; A
! superdxido mitocondrial diminuicdo do
préstata humano » liad d ald
(DU-145) oram avaliados usando potencial de
DCHF-DA, coloracédo membrana
Fura-2-AM e MitoSOX e mitocondrial,
PCR. desencadeou um
aumento na
producgéo de
espécies reativas
de oxigénio
’ Todos os
Avaliar os conjugados de
Oleos efeitos ro (J)fc?l e acidos
de antiproliferativos A549, MDA- P rF;xos mistos
mistura da mistura de MB-231, . . ~ are g
L : Ensaio de proliferagdo de sintetizados (Yasaetal,
13 de C. 2016 acidos graxos de Hela, Mia- células SRB apresentaram 2016)
nucifer 6leos Pa-Cae 'iJnibi 50 de
ae selecionados HePG2 <
outros para a crescimento
especifico de

preparagédo de

células




acido graxo
misto propofol

cancerigenas de
boa a moderada
nas linhagens
celulares
estudadas.

EASPA também
mostrou atividade
citotoxica mais

proanto Determinar as A atividade antioxidante forte contra células
cianidin s do EASPA foi _
atividades - Hela (ICso = 18,78
as antioxidantes determinada usando + 0,90 yg/mL) do
solavei anti- ! ensaios de eliminagdo de - u‘e ta‘rir?oxifeno
sem . - DPPH e SOR. A atividade a _
acetato inflamatorias e anti-inflamatéria do (ICs0 = 28,80 +
) anticancerigena ; ] 1,94 pyg/mL) (P =
de etila EASPA foi determinada
14 (EASP 2016 S d?‘S .- PC3 e Hela por ensaio de exploséo 0.05), ef‘q“a““’ (Padumadasa
proantocianidina cells o PO baixa etal.,, 2016)
A) de P oxidativa usando técnica . S .
inflores s soldveis em de quimioluminescéncia, citotoxicidade fol
céncia acetato de etila O ensaio colorimétrico ’ observada contra
; (EASPA) de B células PC3 (ICso =
imatura ; Aan MTT foi usado para
inflorescéncias ! - e 44,21 £ 0,73
de C. imaturas de C avaliar a citotoxicidade do /mL) em
nucifer . ’ EASPA para células PC3 Hg =
nucifera comparagdo com
a e Hela. LY
doxorrubicina (ICso
=1,38+0,16
pg/mL).
A liberacéo de
0,
Ensaio de lactato LDH (%) por 12e
: 24 h foi
desidrogenase (LDH). A
e " . 45,8% a 50 pg
. ’ atividade apoptoética foi
investigar o . . mLG1
: avaliada por meio da
extrato potencial Lz e 63,5% a 25 ug
s de quimiopreventivo atividade da caspase-3 e mLG1 (Smith et al
15 ) 2016 ) Caco-2 do Ensaio de . "
farinha da farinha de Imunoabsorcio . Caspase-3 foi 2016)
de coco coco em células P b 15,46+0,639, Cox-
Enzimética (ELISA) de .
Caco-2. = 2 f0i 0,30 U mLG1
fragmentacdo de DNA.
Atividade anti-inflamatéria e ELISA de
(Cox-2) fragmentacéo de
’ DNA foi 0,39 EF a
50 pg mL
extrato :t\il\igzz:iz KB (célula de Efeito citotoxico
i carcinoma potente na
s de antioxidante e | linh ul
cascas citotoxicidade escamoso oral inhagem celular
de contra linhagens humano) e KB pelo ensaio (Khonkarn et
16 | ios | 2010 P Caco-2 (célula MTT MTT (ICso = 7.7 . 2010)
de lg/mL) e nenhuma .
de coco humanas de . . .
adenocarcino citotoxicidade
e extratos de ma de célon detectavel em
outros cascas de frutas . .
humano) células normais.
de coco e outras
Examinar a U937, K562,
atividade HL60, Molt 4 e
antileucémica de células ICs0: 77,3+ 0,2 em
partes ndo mononucleare HL60, toxicidade
P (Khonkarn et
17 Cascas 2010 comestiveis de s do sangue MTT para PBMCs e
Ny . al., 2010)
13 frutas periférico outras células
tropicais humano cancerigenas
tailandesas normal
comuns (PBMCs)
Investigar a
atividade -
antioxidante e os ) A ”_‘e'hor atividade
. carcinoma foi detectada no
efeitos . .
citotoxicos do C hepatocelular leite de C. nucifera
. : HepG-2 e a (ICs0: 7,845,6, .
Extrato, nucifera no linh ul 48h (Tasdan;
18 leite e 2023 carcinoma infia cetuar MTT 8h), enquanto a Avci; Avci
N de fibroblasto menor atividade foi . !
agua hepatocelular 2023)
HepnG-2 e na de encontrada no
_Tiep camundongo extrato de C.
linhagem celular . .
de fibroblastos L929 nucifera (ICso:
de camundongo 137,2+12,0, 48h).
L929
N&o houve
diferenca na média
Avaliar a Ade células de
Suco . cancer de mama
de toxicidade MCF7 para a
citologica de o
coco, maioria dos grupos
oleo e cada suco de células de B B experimentais em
. coco, 6leo e ~ Ensaio de sulforodamina - (Iverson;
19 mistura 2020 - cancer de baixas
mistura deles B (SRB) ~ Dervan, 2020)
deles com metotrexato | Mama MCF-7 concentragdes de
com ) 0,1 e 0,3 pg/mi,
em células de
Metotre cancer de mama enquanto em
xato concentragdes

MCF-7

mais altas de 10,
30 e 100 pg/ml, o
suco de coco com




metotrexato teve
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efeito superior na
supressdo de
células cancerosas
A citotoxicidade de
CKf em relagédo as
células MCF-7 foi
dependente da
concentragdo. A
Avaliar os morte celular
efeitos aumentou em 25
antioxidantes in mgp/er;nrl(.jal-igsve
t\)/:r;gﬁecﬁ)ss Ved [\/IT(‘]I’ ROS integril()jade da
L ) edicdo de membrana e
ex;r:to up:;zrg:f)'jrgg) (;Etgﬁsglgg intracelulaf e radical apogtose precoce. )
20 sement 2018 de semente de mama superox!do, . As células tlratadas (Dhanyakrishn
e de coco na humano Estudos de_ om_dagao de com CKf tinham anetal.,
coco prevencio da MCF—7’ B LDL in vnro_ tamanhos, 2018)
proliferaco da Andlise do pqtenmal Qa padrdes dg
linhagem celular membrana mitocondrial fragmentacgédo
de cancer de nuclear~e
mama humano, condensatgao de
cromatina
MCF-7 diferentes. Os
niveis de ROS
intracelular
aumentaram em
MCF-7 tratadas
com CKf.
As células HelLa e
Testar a MCF-7
citotoxicidade apresentaram alta
das V|(?b|l|dade, 8701
nanoparticulas 4 A);asa ;IL::\’Z(;A)
Agua de ouro HeLa e MCF- P MCF-7 (Babu et al
21 de 2011 sintetizadas 7 MTT - ' 2011 o
Coco usando agua de respectlvar'rje_nte, )
coco em duas na dose maxima
linhas de células (100 HM) de GNPs
cancerigenas ct}n_mderados
humanas. atoxicos, o que
comprovou sua
biocompatibilidade
Os ensaios de
captacédo ndo
Investigar se o detectaram
Agua CnA_MPl é . peptideos nos
de coco absorwc_io e tem I|_sados~celulares.
2 (peptid 2019 e?(Ztr?:Z?faﬂ np(;%r:s Caco-2 cells e Captacéo celular de Alnéj:;sagésljljsbe (Anaya et al.,
eo L LS180 cells CnAMP1 2019)
CnAMP blologlca§ dentro absorvem os
1) das células produtos de
epiteliais hidrélise e se
intestinais esses fragmentos
exibem atividades
biolégicas.
Investigar o
impacto de
extratos de
plantas
A medicinais Extrato de agua de
23 Agua 2014 extraidos com B16F10, MCF- Ensaio de reducao de coco (IC50 = 114 (Jawad et al.,
de coco agua de coco e 7 e HeLa resazurina “Alamar Blue” ug/mi) 2014)
outros contra
trés diferentes
linhagens de
células
cancerigenas.
Para aplicacdes
biomédicas e de
imagem de
preparar pontos nanomateriais, a
¢ de C. nucifera biocompatibilidade
biomas em um método élo critério mais
sa verc}e_e importante. O )
natural ecolog|c9 Hela. Panc-1 ensaio MTT qe c- (JOShI;
24 de C 2018 usando baixa o H’epGZ MTT dots em vérias _Mathlas;
nucifér temperatura com concentragdes Mishra, 2018)
a novas (10-250 pg/ml) em
aplicagbes na trés diferentes
deteccdo de linhas celulares
cancer estabeleceu a
biocompatibilidade
de c-dots, pois
mesmo em 150—




200 pg/ml
nenhuma
toxicidade

significativa foi
observada
Um modelo
celular in vitro de
células MCF-7 As células LTED
privadas de foram tratadas
estrogénio de com BKA, lactato
. longo prazo desidrogenase A
(Buang ¢ (LTED) foi (LDH-A)/piruvato
toxina utlllzqdo para dle5|drogenase
natural anah_sar os quinase 4 (PDK4)
isolada mecanismos de N o foram lreguladas
do recrgsmmento Andlise dos an?IS de m_egauvamente_,
tempeh de canceres de LDH—A por reagdo em estimulando assim
de coco mama tratados cadeia _de~1 polimerase de 0 uso agressivo de
25 | contami 2016 com MCF-7 e transcrl(;a}o_ reversa’(RT— gllcos_e via (Takeda et
nado bquqeagiore§ MDA-MB-231 PCR), andlise de ceIL_JIas fosfpnla_(;ao al., 2016)
com a para sinalizagao wvas/r:n_ortas, ensaio _OX|dat|v_a
bactéri do receptgr de MTS, andlise RT-PCR em mltocorldnal e
a estrogenlo_a tempo real inducéo de
Burkhol (ERa). O é(;ldo respostas de
deria bongk,reklc morte ce_IuIar.
cocove (BKA) é uma Esses (szIIOS do
nans to_xma natural BKA néo foram
isolada do observados nas

tempeh de coco
contaminado

com a bactéria
Burkholderia
cocovenans

outras células de
cancer de mama
analisadas

3.2 Atividades anticancer de C. nucifera in vivo
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Os artigos com desenho exclusivamente in vivo foram agrupados na Tabela 3.

As informacgdes coletadas para compor esta tabela foram: biomaterial, ano da

publicacao, objetivo, modelo animal/tipo de cancer, metodologia, resultado e, por fim,

a referéncia do artigo (home do autor principal e ano de publicacéo).

Tabela 3 - Estudos in vivo com potencial atividade antineoplésica de bioprodutos derivados de
C. nucifera selecionados nesta revisdo sistematica.

Ano da Modelo
Biomaterial } ~ Objetivo animal/canc Metodologia Resultado Referencia
publicacdo er
quatro grupos de
12 ratos por grupo.
Dura?ne gs P Este estudo
primeiras 12 sugere que as
Estud feit semanas do fibras isoladas do
studar os eieitos experimento, fezes coco podem
da fibra isolada Ratos foram coletadas por !
> . potencialmente
coco na atividade albinos 24h a cada semana
O desempenhar um
metabolica da machos de 2 ratos |
beta Sprague- escolhidos pape ”nad
fibra isolada glucuronidase Dawley/ aleatoriamente em prevencao da (Manoj et al.,
1 2001 . - - cada grupo, formagéo de
coco intestinal e fecal Cancer de d . 2001)
. pesados, tumores de coélon
durante a célon - 1,2- congelados a -2 «C ] .
: A L 0 induzidos pelo
carcinogénese do dimetil e posteriormente carcinbgeno 1.2-
célon induzida por hidrazina homogeneizados dimetil-gidraziﬁa
1,2-dimetil- (DMH) para ensaio de ; '
hidrazina beta-glucuronidase. ) (eduzmdo a
No final do periodo atividade da beta-
experimental, os glucuronidase
ratos foram intestinal e fecal.
sacrificados por
decapitacdo.
IfDa_lra gstgdlar é) Ratos hWis/tar Vinte miligramas Ad subpliemdenta(;ao
Bolo de coco efeito do bolo de machos por quilo de peso € bolo de coco (Nalini; Manju;
2 (25%) 2004 coco na atividade Cancer de corporal de 1,2- em ratos tratados Menon, 2004)
da h- célon - 1,2- dimetil hidrazina com DMH diminuiu '
glucuronidase e dimetil (DMH) foram significativamente




da mucinase em
ratos com cancer
de c6lon induzido
usando um
carcin6geno
especifico do
colon, 1,2-dimetil
hidrazina

hidrazina
(DMH)

administrados
subcutaneamente
uma vez por
semana durante as
primeiras 15
semanas e depois
descontinuados.
Bolo de coco (25%)
foi misturado a
dieta. Apds 30
semanas, 0s
achados
macroscopicos no
célon, bem como a
incidéncia de
tumores foram
registrados em
cada grupo e a
atividade da h-
glucuronidase e
mucinase foi
estimada nos
tecidos, célon e
contetdo fecal em
trés grupos de 10
ratos por grupo

aincidéncia e o
numero de
tumores, bem
como a atividade
da h-glucuronidase
e da mucinase.

Coco fresco
e outros

2012

Inibic&o ou
aumento por 4
plantas
alimentares das
ilhas do Pacifico
contra canceres
induzidos por 2
amino—3-
metilimidazo [4,5-
f] quinolina em
ratos Fischer 344
machos

ratos
machos
Fischer 344
consanguine
os/
2-amino-3-
metilimidazo[
4,5-
flquinolina

(IQ)

5 grupos, cada um
contendo 10
animais: (somente
AIN-76); AIN-76
mais 10% de
kumara; AIN-76
mais 10% de
abacaxi; AIN- 76
mais 10% de coco;
e, AIN-76 mais
10% de taro. 5
grupos com QI com
20 animais. foram
encontrados 0s
seguintes tecidos:
colon,
intestino delgado,
pancreas, prostata,
pulméo, figado, rim,
bexiga, pele e
glandula de
Zymbal.

Inesperadamente,
houve uma maior
incidéncia de tumores
de pele, em animais
alimentados com coco
e taro (35/20 e 41/20
animais,
respectivamente).
Embora tenha havido
uma reducéo
estatisticamente
significativa nos
tumores
gastrointestinais nos
grupo alimentados
com coco, 0S cancros
de pele aumentaram,
com uma incidéncia
quase o dobro da do
grupo de QI

(Ferguson et
al., 2012)
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Os artigos com desenho in vivo e in vitro foram agrupados na Tabela 4. As

informacgdes coletadas para compor esta tabela foram: biomaterial, ano da publicacao,

objetivo, linhagem celular/animal, metodologia, resultado e, por fim, a referéncia do

artigo (nome do autor principal e ano de publicacédo).

Tabela 4 - Estudos in vivo e in vitro com potencial atividade antineoplasica de bioprodutos
derivados de C. nucifera selecionados nesta revisdo sistematica, resumida por ano de

publicacéo.
Ano da Linhagem Metodologia
Biomaterial } = Objetivo celular / animal in vitro /in Resultado Referencia
publicagdo model vivo
Viabilidade O vinagre de agua
de células de coco liofilizado
MTT, BrdU, reduziu a
Avaliar os efeitos apoptose de _viabil!dade celular,
antitumorais in anexina V/PI, induziu apopt_ose e
Vitro e in vivo do Células de ciclo celular atrasou o efeito de
vinagre de - de 4 cancer de mama | e ensaios de cicatrizagéo de Moh det
1 agua de 2019 de?tr:?)cc? :rgr;]ua 4T1/ cicatrizacao feridas de células ( a(I) grgfg) €
coco células de cancer camundcgngos de feridas / 4T1in vitro. "
de mama murino BALB/c fémeas In vivo, o vinagre
4T1 camundongo de agua de coco
s desafiados atrasou a
com células progresséo do
4T1 foram cancer de mama
tratados com 4Tl em




cascas de
coco

2021

0,08 ou 2,00 camundongos
mL/kg de induzindo
peso apoptose e
corporal de retardando a
vinagre de metastase
agua de coco
fresco por 28
dias
0 agente
terandstico a base
de casca de coco
Gd@PANsSs foi
fabricado. PANs
tém atividade
Use uma casca Células 4T1 siagqlist?tgg%ge
de coco para foram injetadas " G
fabricar subcutaneame peroxidase para
nanoparticulas de nte para catalisar a
= - produzir decomposicéo de
carvéo ativado tumores. H202
A para gerar
com gadodiamida Quando o OH para
(GA@PANS) a fim volume do P

de avaliar a
atividade
catalitica

mimética da

peroxidase para
geracdo de OH e
a capacidade de
converter luz em
energia térmica
sob irradiacao a
laser de 808 nm
para tratamento
PTT.

4T1/
camundongos
fémea Balb/c

tumor cresceu
para cerca de
100 mm3, os
camundongos
foram divididos
em seis
grupos. O peso
corporal e o
tamanho do
tumor dos
camundongos
foram
registrados
durante o
tratamento.

tratamento de
cancer CDT. Além
disso, PANs tém
boa atividade
terapéutica PTT
responsiva a luz
NIR. O
aquecimento
induzido por
conversao
fototérmica
aumenta muito a
atividade catalitica,
promovendo o
efeito CDT para
atingir um
resultado de
tratamento
sinérgico PTT-
CDT satisfatério.

(Wu et al.,
2021)

3.4 Atividades anticancer de C. nucifera in silico

Os artigos com desenho in silico foram agrupados na Tabela 5. As informacdes
coletadas para compor esta tabela foram: biomaterial, ano da publicacdo, objetivo,

Cancer/APP/homology modeling, metodologia, resultado e, por fim, a referéncia do

artigo (nome do autor principal e ano de publicac&o).

Tabela 5 - Estudos in silico and docking molecular model com potencial atividade antineoplasica
de bioprodutos derivados de C. nucifera selecionados nesta reviséo sistemética, resumida por

ano de publicacgéo.

estrutura

) ] Ano da o Cancer/APP/ho ) .
Biomaterial publicagéo Objetivo mology Metodologia Resultado Referencia
modeling
avaliar a Az q A estrutura
aplicacéo da feﬂ:gggscif‘éﬁia escolhida de
Oleosina como se Oleosina a partir
um potencial Carcinoma de farmacol6gicas da modelagem de
transportador mama e do Tamoxifeno | homologia resultou
proteico de outros/aplicagde foram em um RMSD de
Tamoxifeno, s preditivas a"a"agas 1,80A. 0 c tal
1 Oleosina 2022 avaliando as como ag'lisf;w%s tamoxifeno foi ( r;ézez)a "
propriedades SwissADME, preditivos como | Previsto para ter a
farmacocinéticas PaccMann e SwissADME, maior atividade em
e farmacoldgicas Way2Drug/SWI PaccMann e linhas de células
do Tamoxifeno e SS-MODEL Way2Drug. Por MCF7, interagdo
determinando glue‘g;'::(:{éi direta com
suas interagdes tem uma enzimas
intermoleculares citocromo,




com a Oleosina
por meio de
técnicas in silico.

cristalina em
PDB. Assim, a
modelagem de
homologia foi
feita através do
SWISS-
MODEL para
obter uma
estrutura. As
interagées
entre Oleosina
e Tamoxifeno
foram
estudadas
realizando
docking
molecular
usando
AutoDock4
para
determinar sua
viabilidade
como
combinagdes
de
medicamentos
para cancer de
mama

interacdo mediada
com receptores de
estrogénio e
tirosina-proteina
quinase FYN e
baixos riscos de
toxicidade com
base no ensaio de
toxicidade aguda
em ratos. Ele tem
a menor afinidade
de ligacéo de -5,26
kcal/mol. Os
aminoéacidos
hidrofébicos
(Ala106, Leu77,
11e80, Val84 e
Tyr81) e
eletricamente
carregados
(Lys107 e Asp108)
foram criticos na
ligagdo no
complexo
Oleosina-
Tamoxifeno. O
mapa de calor
revelou que fenil,
éter, amina e
alquenil séo os
grupos funcionais
envolvidos nas
interagdes
receptor-ligante.

3.5 Atividades anticancer de C. nucifera in silico e in vitro.
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Os artigos com desenho in silico e in vitro foram agrupados na Tabela 6. As

informacdes coletadas para compor esta tabela foram: biomaterial, ano da publicacéo,

objetivo, Linhagem celular/APP/homology modeling, metodologia, resultado e, por fim,

a referéncia do artigo (home do autor principal e ano de publicagéo).

Tabela 6 - Estudos in docking molecular model and in vitro com potencial atividade
antineoplasica de bioprodutos derivados de C. nucifera selecionados nesta reviséo sistematica,
resumida por ano de publicacéo.

COX-2, inibicao da
migracao celular e
indugdo da parada
do ciclo celular na
fase G2/M.

Ano da Linhagem
Biomaterial ublicacio Objetivo cellular/homolo | Metodologia Resultado Referencia
P ¢ gy modeling
O trabalho
identificou e
caracterizou o
oxiresveratrol,
além de
avaliar o efeito deggtt)g:ggirsas
qwtmut)teéaplco do Zimografia, propriedades
extrato de casca MTT, RT PCR, i '
1 e(j’g;it’:g: 2017 de coco em Varios A375/ citometria de antlljceair:]%?lrjlgneqn: S (KUMAR et
biomarcadores de | AutoDockTool | fluxo, ensaio de que e’ al., 2017)
coco cancer. com migragao inibic&o da
N ’ ! celular expressédo de
énfase especial MMP-2 MMP-9
nas gelatinases VEGF, EGFR e
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4 DISCUSSAO

O interesse na investigagao de produtos naturais como fonte de compostos em
areas terapéuticas chave como o cancer tem ressurgido j& que eles servem como
valiosos repositorios de compostos terapéuticos que constituem a base para o
desenvolvimento da maioria dos medicamentos bem estabelecidos (Kumar et al.,
2017).

Em todos os estudos exclusivamente in vivo incluidos nesta revisdo foram
avaliados apenas cancer de colon, em 2 deles foi utilizado 1,2-Dimethyl hydrazine
hydrochloride (DMH) para inducdo do cancer e o estudo mais recente o cancer de
colén foi mimetizado utilizando 2-amino-3-metilimidazo[4,5- f Jquinolina (1Q). Estes
estudos avaliaram C. nucifera como parte da dieta. Os artigos que utilizaram o
procarcinogénio DMH observaram que as fibras isoladas do coco desempenharam
um papel quimiopreventivo na formacéo de tumores de célon diminuindo a atividade
especifica da h-glucuronidase e da mucinase, e reduzindo a atividade da beta-
glucuronidase intestinal e fecal. Inesperadamente em animais alimentados com
coco+lQ (p = 0,050) houve uma incidéncia tumoral maior (Manoj et al., 2001, Nalini;
Manju; Menon, 2004, Ferguson et al., 2012).

Nos estudos que realizaram experimentos tanto in vitro como in vivo foram
utilizados células murinas 4T1(cancer de mama) em camundongos fémeas Balb/c. Wu
et al. produziram um agente terandstico a base de casca de coco com atividade
nanoenzimatica que imita peroxidase para catalisar a decomposi¢do de peroxido de
hidrogénio (H202) para gerar OH para o tratamento do cancer de mama. Nanoenzimas
gue imitam a peroxidase podem produzir grandes quantidades de radicais hidroxila
oxidados (OH) a partir do H202, resultando em dano oxidativo as células
cancerigenas, enquanto ndo provoca nenhum efeito nas células saudaveis. Além
disso, esse agente pode converter luz em energia térmica sob irradiagdo a laser de
808 nm, o efeito de aquecimento aumenta significativamente a atividade imitadora da
peroxidase para alcancar um resultado terapéutico sinérgico fortalecendo o efeito
terapéutico.

Ja4 Mohamad et al (2019). observaram que o vinagre proveniente da agua de
coco reduziu a viabilidade celular, induziu apoptose e retardou o efeito cicatrizante das
células 4T1 in vitro, enquanto in vivo, houve o atraso da progressao do cancer de

mama 4T1 em camundongos, induzindo a apoptose e retardando a metastase. Além
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disso, o vinagre de agua de coco também promoveu a citotoxicidade das células

imunologicas e a producao de citocinas anticancerigenas.

Derivados de C. nucifera e estudos exclusivamente in vitro

Como um dos principais objetivos da quimioterapia do cancer é contornar as
estratégias antiapoptoéticas desenvolvidas pelas células tumorais, a identificacdo de
Novos compostos capazes de superar 0s mecanismos de resisténcia e levar a morte
das células tumorais é de grande interesse para a terapia do cancer (Koschek et al.,
2007). Extratos de fibra de casca de C. nucifera sao ricos em catequinas,
epicatequinas e taninos condensados. Estas substancias tém sido relacionadas a
inibicdo do crescimento celular e a atividade anticancerigena (Kirszberg et al., 2003).

As fracdes aquosas da fibra da casca de C. nucifera demostraram atividade
antitumoral em fragGes variando em peso molecular de 1 a 10 kDa. As catequinas sao
polifendis com atividade antioxidante. A casca fibrosa do fruto C. nucifera é rica em
catequinas e ja foi observada atividade antibacteriana e antiviral com o uso desta
substancia. Extratos vegetais, de outras fontes, ricos em catequinas sao inibitérios as
células tumorais, suprimindo sua proliferacdo. Kirszberg et al. (2003) isolaram as
catequinas da casca fibrosa do coco e observaram um efeito inibitério nas células
tumorais leucémicas e nos linfécitos avaliados (Kirszberg et al., 2003)

Os fitoquimicos das flores de C. nucifera foram extraidos e submetidos a
cromatografia que indicou a presenca de fitoesterdis, acidos graxos, polifendis e
terpenos e taninos. O extrato das flores do fruto exerceu uma acgéo inibidora do
crescimento em células da linhagem celular de cancer de pulméo humano da linhagem
A549. Os metabdlitos secundarios identificados, como derivado da quercetina,
eugenol, catecol, estigmasterol, campesterol e t-butilhidroquinona, podem ter exercido
esses efeitos antiproliferativos. As flores de C. nucifera apresentaram propriedades
antiinflamatdrias e anticancerigenas (Grace; Monisha, 2022)

O peptideo aniénico Cn-AMP2 proveniente da agua de coco verde demonstrou
atividade antiproliferativa contra as linhagens celulares de glioma humano. Os autores
sugerem que a sequéncia N-terminal aniénica curta de Cn-AMP2 interage com
porcbes carregadas positivamente na membrana da célula cancerigena.
Concomitantemente, a longa sequéncia C-terminal hidrofobica do peptideo penetra na

regido central da membrana, conduzindo assim a translocacdo de Cn-AMP2 através
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da membrana da célula cancerigena para atacar alvos intracelulares e induzir
mecanismos antiproliferativos (Prabhu et al., 2014).

Manooligossacarideos extraidos da farinha de coco (CMOSSs) inibiram
significativamente a proliferagdo de células HCT116 de uma forma dependente da
concentracdo, com menos efeitos citotoxicos nas células normais Vero e
demonstraram a capacidade de aumentar a ativacdo de caspase-8, -9 e —3/7, bem
como a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Além disso inibiram a
proliferacdo de células endoteliais, a migracdo e a formacao de tubos semelhantes a
capilares sugerindo que os CMOSs possuem capacidade antiangiogénica in vitro
(Pason et al., 2023).

A 4gua de coco liofilizada exibiu potenciais efeitos quimiopreventivos contra
células de cancer cervical (HelLa). Duas variedades exerceram atividade
antiproliferativa contra células HeLa com uma concentracdo inibitéria de 100 pg/ml.
Apoés 72 h de tratamento, induziu alteracdo morfolégica caracteristicas de apoptose e
autofagia (Ansor et al., 2023).

Os efeitos citotoxicos e antioxidantes de extratos metanodlicos de C. nucifera
foram avaliados e exibiram a maior inibi¢do (CCso = 24.16 pg/mL) no crescimento de
cancer de colo de utero (HeLa) em todas as plantas avaliadas (Abu et al., 2023).

Descobriu-se que polifendis de caroco de coco (CKf) previnem o crescimento
de células de cancer de préstata humano (DU-145). A atividade citotoxica do extrato
pode ser atribuida a um efeito combinatério de multiplos compostos polifendlicos que
foram identificados. Os experimentos in vitro demonstraram que 0 extrato tem um
impacto significativo na viabilidade mitocondrial e na expressao de genes relevantes
(Dhanyakrishnan et al., 2018).

A inflorescéncia de C. nucifera contém predominantemente proantocianidinas
e € utilizada por médicos ayurvédicos e tradicionais para o tratamento da menorragia
no Sri Lanka. Proantocianidinas sollveis em acetato de etila (EASPA) da
inflorescéncia imatura de C. nucifera exibiu atividade antiinflamatoria semelhante
(IC50 = 10,31 £ 1,11 yg/mL) ao ibuprofeno (IC50 = 11,20 + 1,90 ug/mL) (P = 0,05) e
também apresentou atividade citotoxica mais forte contra células Hela (IC50 = 18,78
1+ 0,90 pg/mL) do que tamoxifeno (IC50 = 28,80 £ 1,94 yg/mL) (P < 0,05), enquanto
baixa citotoxicidade foi observada contra células PC3 (IC50 = 44,21 + 0,73 ug/mL) em

comparagao a doxorrubicina (IC50 = 1,38 £ 0,16 ug/mL). As proantocianidinas
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pertencem a uma classe de compostos polifendlicos chamados flavondides, que
exibem importantes atividades biolégicas. (Padumadasa et al., 2016).

Extratos de farinha de coco apresentaram alto teor de fendlicos e flavonéides e
exibiram potencial citotdxico e antioxidante em células de cancer de colon (Caco-2)
(Smith et al., 2016).

Em uma comparacdo entre o extrato, leite e agua de coco, o extrato foi
considerado o mais rico em antioxidantes com 2,79 mmol/L, enquanto o material com
menor capacidade antioxidante foi o leite. A melhor atividade foi detectada no leite
(IC50: 7,8+5,6, 48h), enquanto a menor atividade foi encontrada no extrato de C.
nucifera (IC50: 137,2+12,0, 48h) (Tasdan; Avci; Avci, 2023).

Foi observado que o CKf aumenta a producdo de radicais livres e diminui o
potencial da membrana mitocondrial das células MCF-7. Esta observacgédo indica que
a geracdo de ROS/superoéxido induzida por drogas nas células pode contribuir para o
efeito citotoxico do extrato em linhagens de células de cancer de mama in vitro
(Dhanyakrishnan et al., 2018).

A agua de coco possui a presenca de compostos bioativos, como o peptideo
CnAMPL1. Anaya et al. (2019) o quantificaram em lisados de células Caco-2 e LS180
e nao detectaram peptideos nos lisados celulares pois 0 ChAMP1 sofreu hidrolise
parcial apds incubacdo com células LS180 (29%) e hidrélise extensa com células
Caco-2 (93%) indicando que o CnAMP1 pode ndo ser absorvido pelas células
intestinais (Anaya et al., 2019).

A influéncia dos solventes de extracdo nas atividades anticancerigenas foi
avaliada e a citotoxicidade mais moderada foi observada no extrato de S. officinalis L.
e agua de coco (IC50 = 114 pg/ml). A acetona proporcionou rendimentos de extracao
mais baixos, mas maior citotoxicidade, enquanto outros sistemas solventes
proporcionaram rendimentos de extragcdo muito mais elevados com menor
citotoxicidade. Entdo a citotoxicidade dos extratos vegetais pode ser inversamente
proporcional ao rendimento, e a selecdo do solvente desempenha um papel

importante em ambos os fatores (Jawad et al., 2014).

Nanotecnologia

A sintese de nanomateriais era baseada em procedimentos quimicos e fisicos

gue envolviam o uso de substancias onerosas e nocivas. Atualmente, esta centrada
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em componentes de reacao nado toxicas e condi¢cdes de reacdes suaves, utilizando
metodologias de "sintese verde" tornando-se solu¢des ecologicamente corretas e
confidveis. Uma ampla gama de nanoparticulas (NPs) metalicas e ndo metélicas tém
sido produzidas por sintese verde. As nanoparticulas verdes s&o ndo todxicas,
altamente biocompativeis e amplamente utilizadas como agentes anticancer,
antimicrobianos, entre outros, nas areas meédicas, agricolas e ambientais (Martinez-
Barbosa; Figueroa-Pizano, 2023).

Fontes naturais como plantas, bactérias, fungos e biopolimeros tém sido
utilizadas para sintetizar NPs e sdo de baixo custo, naturais e corretas
ecologicamente. Essas fontes naturais atuam como agentes redutores e limitadores
(Martinez-Barbosa; Figueroa-Pizano, 2023; Tarannum; Divya; Gautam, 2019). As
biomoléculas (amino&cidos, alcalbides, polissacarideos taninos, terpendides, fendis e
vitaminas) presentes no extrato de folhas de C. nucifera sdo de grande valor
terapéutico. A presenca de terpendides e compostos polifendlicos, como flavondides
presentes no extrato das folhas atuam como agentes redutores e estabilizantes que
auxiliam na sintese de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO), enquanto a reducao
dos ions zinco é favorecida pelo poliol e hidrocarbonetos presentes no extrato das
folhas (Gharpure et al., 2022; Paul; Bag; Samanta, 2014; Tarannum, Divya; Gautam,
2019). Fitoquimicos presentes no extrato vegetal como flavonéides e fendlicos
estabilizam os ions Zn?* formando um complexo via quelacdo e o excesso de grupos
hidroxila desempenham um papel importante na sintese de nanoparticulas de ZnO
(Gharpure et al., 2022). Gharpure et al. testaram as nanoparticulas de ZnO nao
calcinadas e calcinadas e demonstraram biocompatibilidade contra células
cancerigenas HCT-116 devido a sua natureza inerte, que pode ser posteriormente
utilizada para aplicacdes de distribuicdo de medicamentos.

Wang et al. (2020) sugerem um método verde e facil para a sintese de
nanoparticulas a partir do extrato vegetal de C. nucifera. Polifendis obtidos do extrato
de folhas de C. nucifera foram utilizados como agentes capeadores e redutores em
nanoparticulas de prata (AgNPs) e foram associados a ondas de ultrassom testadas
em células MCF-7. A viabilidade das células MCF-7 foram dose e tempo dependente
e o efeito sinérgico de ondas ultrassbnicas e AgNPs funcionaram como
sonosensibilizadores e aumentaram a producdo de ROS desencadeando apoptose na
células (Wang et al., 2020).


https://www-sciencedirect-com.ez9.periodicos.capes.gov.br/topics/materials-science/nanoparticle
https://www-sciencedirect-com.ez9.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nanoparticle
https://www-sciencedirect-com.ez9.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/anticarcinogen
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A agua de coco possui propriedades antioxidantes e perfil bioquimico com alto
teor de acucar (frutose, glicose e sacarose), vitamina C, sorbitol e manitol, que s&o
bons agentes redutores. Babu et al, (2011) testaram a citotoxicidade de
nanoparticulas de ouro (GNPs) sintetizadas com agua de coco através de radiacédo
de micro-ondas em linhagens celulares de cancer e revelou a capacidade de um
biomaterial barato e disponivel localmente para a sintese de GNPs. Células HelLa e
MCF-7 apresentaram alta viabilidade, 87 + 4% e 85 = 3,2% para HeLa e MCF-7,
respectivamente, na dose maxima (100 uM) de GNPs. Ambas as linhagens celulares
mantiveram as suas morfologias celulares, sugerindo que o tratamento com PNB néo
induziu qualquer efeito citotoxico. Como os GNPs sintetizados apresentaram
toxicidade muito baixa na dose maxima de 100 puM, as particulas podem ser muito
eficazes como ferramenta de entrega de farmacos ou outras aplicacdes biomédicas.

C. nucifera € uma matéria-prima que esta disponivel em abundancia em todo o
mundo e foi utilizado para uma sintese simples e econdémica para a preparagao de
pontos de carbono polidispersos solliveis em &gua (c-dots). O nanomaterial
sintetizado exibiu excelente fotoluminancia e estabilidade, sugerindo sua utilizacéo
como sensor de ions metalicos. O ensaio MTT estabeleceu a biocompatibilidade de
c-dots, sem toxicidade significativa observada, além disso foi projetado um sensor de
hibridizacdo de DNA para o gene pl6 e aplicacdes de bioimagem de pontos ¢ para
células cancerigenas. Como agentes de bioimagem os pontos C exibiram excelentes
propriedades de fluorescéncia em imagens in vitro de células HelLa. (Joshi; Mathias;
Mishra, 2018).

Associagdo com medicamentos

Alguns farmacos com potencial agdo neoplasica e até mesmo antineoplasicos
ja bem estabelecidos foram associados em pesquisas nos ultimos anos. Um
medicamento que estd sendo considerado como um promissor agente
anticancerigeno € a metformina, além de seu uso aprovado como medicamento
antidiabético, este farmaco demonstrou eficacia no tratamento de células
cancerigenas in vitro. As nanoemulsfes sdo um dos sistemas de nano-entrega mais
promissores para a entrega direcionada de agentes citotoxicos hidrofilicos e lipofilicos

ao local do tumor, o éleo de coco, como fase oleosa, foi utilizado para produzir uma
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formulacdo de nanoemulsdo estavel associado ao medicamento hipoglicémico
metformina, esta nanoemulsdo aumentou a eficiéncia citotoxica da metformina,
aumentando a absorcdo celular da droga pelas células cancerigenas, bloqueou a
progressdo da proliferagdo, causando acumulacdo da fase G1 com uma deplecao
concomitante das fases S e G2 em todas as células cancerigenas testadas e
aumentou significativamente a taxa de apoptose (Alotaibi et al., 2023).

O 6leo proveniente do fruto do coco tem sido pesquisado e ha varios estudos
que comprovam seus beneficios e aplicagbes na industria farmacéutica (Arhin et al.,
2023; Cruz et al., 2022; Ignacio; Miguel, 2021). A Oleosina, uma proteina proveniente
do 6leo do coco foi sugerida como potencial carreador de farmacos, onde CRUZ et al.
(2022) demonstraram as interagdes intermoleculares entre o tamoxifeno e a oleosina.
O tamoxifeno é um farmaco utilizado para terapia de cancer de mama que causa
varios efeitos colaterais, incluindo cancer endometrial.

A aplicacdo da oleosina como um potencial carreador de farmacos foi
demonstrada pela avaliagdo das interacdes intermoleculares entre o tamoxifeno e a
oleosina por meio de docking molecular. Os pesquisadores sugerem a investigacao
do complexo tamoxifeno-oleosina envolvendo nanoencapsulacéo para melhorar ainda
mais o design do sistema carreador como uma alternativa para o tratamento do cancer
de mama em estudos futuros in silico, in vitro e in vivo.

Os acidos graxos foram obtidos a partir de 6leos, incluindo de C. nucifera, por
esterificacdo da mistura de A&cidos graxos em is6bmeros de propofol (2,4-
diisopropilfenol e 2,6-diisopropilfenol) e foram testados para estudos antiproliferativos
in vitro em células cancerigenas A549, MDA-MB-231, HelLa, Mia-Pa-Ca e HePG2.
Todos os conjugados de &cidos graxos misturados com propofol sintetizados
mostraram uma inibicdo especifica do crescimento de células cancerigenas de boa a
moderada nas linhas celulares estudadas. Os resultados sugerem que todos 0s novos
conjugados de &cidos graxos misturados com propofol possuem propriedades
antiproliferativas que reduzem a proliferacdo de células cancerigenas in vitro (Yasa et
al., 2016)

C. nucifera é bem conhecido por sua ampla gama de efeitos terapéuticos,
incluindo propriedades anti-sépticas, bactericidas e diuréticas (KUMAR et al., 2017).
A casca do coco, uma parte subutilizada do coco, tem papel relevante na promocéo
de efeitos anticancerigenos. Kumar et al (2017) identificou e caracterizou o

oxiresveratrol da casca do coco pela primeira vez e demonstrou as potenciais
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propriedades anticancer possuidas pelo oxiresveratrol: inibicdo da expressao de
MMP-2, MMP-9, VEGF, EGFR e COX-2, inibicdo da migracdo celular e inducédo da
parada do ciclo celular na fase G2/M. Sugerindo o oxiresveratrol como um novo
modelo para o desenvolvimento de terapia anticancerigena.

O metotrexato € um quimioterapico utilizado em leucemias, cancer de mama e
pulmdo e doencas autoimunes, como psoriase grave e artrite reumatdide. O
metotrexato como um agente quimioterapico antifolato usado em varias situacdes
clinicas tem impactos significativos na medula éssea, cabelo e membranas mucosas
dos pacientes, juntamente com efeitos de toxicidade inesperados. Este medicamento
também é antifolato, o que facilita a apoptose em células cancerosas de alto potencial,
suprimindo as enzimas timidilato sintase e diidrofolato redutase e foi associado ao
Oleo e suco de coco. Iverson et al. (2020) concluiram que a mistura de suco de coco
com metotrexato teve um efeito de tratamento de regressdo significativo no

crescimento (apoptose) e disseminacéo de células em células MCF-7.

Auséncia de atividade de derivados do coco

Em testes com a casca, polpa, folhas, 6leo e leite de C. nucifera sobre células
MCF-7 ndo houve atividade, o que contrasta com achados da literatura. Diferentes
condicdes ambientais especificas poderiam explicar essa discrepancia, ja essa
condi¢cdes poderiam provocar a producdo de diferentes metabdlitos (Tayler et al.,
2019).

Acido Bongkrekic (BKA) é uma toxina natural isolada do coco contaminado com
a bactéria Burkholderia cocovenans. Nao foram obervadas evidéncias antitumorais do
BKA em células de cancer da mama (MCF-7) (Takeda et al., 2016).
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5 CONCLUSAO

A presente revisao destaca a importancia da pesquisa com C. nucifera e sua
potencial atividade anticancerigena. Os compostos bioativos derivados do coco
podem perturbar os mecanismos de maturacdo, diferenciacdo e proliferacdo das
células cancerigenas. Pesquisadores podem projetar e desenvolver novos agentes
quimioterapicos apdés a compreensdo de mecanismos de ag¢do dos compostos
bioativos, proporcionando aos pacientes oncolégicos uma melhor qualidade de vida.
No entanto, foi constatado que estudos clinicos com C. nucifera estdo ausentes na
literatura. Consequentemente, estudos clinicos devem ser realizados, de forma
segura, amostras grandes e acompanhamentos duradouros. Os resultados
apresentados podem ser (teis para pesquisadores no desenvolvimento de novos

medicamentos anticancer, especialistas em saude publica e para o publico em geral.
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RESUMO

O Glioblastoma (GBM) é um tumor glial maligno primario do Sistema Nervoso
Central (SNC) associado a altas taxas de morbidade e mortalidade no mundo devido
ao seu alto grau de proliferacdo e invasividade, onde a sobrevida dos pacientes gira
em torno de 15 meses. Portanto, € urgente a busca por medicamentos alternativos
para o tratamento do GBM. Nesse sentido, a pir6lise € uma técnica de obtencado de
extratos através do processo termoquimico de transformacéo de biomassa em extrato
pirolenhoso (EP), que possui ampla aplicagao fungicida, herbicida e inseticida, e neste
estudo foram avaliados seu efeitos antitumorais. Sendo assim, foi avaliada a atividade
in vitro de EPs contra GBM. Inicialmente foi realizado o ensaio colorimétrico MTT para
avaliar os efeitos dos extratos na viabilidade do GBMO02 e das células mononucleares
sanguineas (mondcitos e linfécitos). Em seguida, calculou-se a seletividade dos
extratos e avaliou-se a migracdo e morfologia tumoral frente aos EPs. Nenhum dos
extratos testados foram toxicos para mondcitos e linfécitos. Entre os extratos que
inibiram a viabilidade do GBMO02, os mais eficazes foram EP-EUCL (57,19 + 2,66%),
EP-DABR (56,93 * 2,77%), EP-PPCE (55,44 +2,57 %), EP-CPCK (51,08 +3,11%) e,
dentre eles, o mais potente foi o EP-EUCL (0,132% + 0,007).0s extratos EP-EUCL (IS
>7,575), EP-CPCK (IS >5,714), EP-DABR (IS >5,586) (EP-PPCE >5,376), foram mais
seletivos para GBM02 do que para mondécitos e linfécitos. Dentre estes, EP-EUCL
(99,24%**) e EP-PPCE (93,51%%*) inibiram a migragcdo de GBMO02. A morfologia
protoplasmatica, caracteristica de GBM foi observada nas células tratadas com
DMEM-F12 e nos tratamentos com extratos houve aparecimento de células com
citoplasma arredondado, formacdo de vacuolos citoplasméticos e ruptura de
membrana celular e nuclear, tipico de morte celular. Dentre todos os extratos o EP-
EUCL e EP-PPCE foram os que apresentaram atividade antitumoral mais satisfatéria.
Assim, estes extratos mostraram-se agentes promissores para o desenvolvimento de
drogas antitumorais, com o proposito de se tornarem uma futura opcéo terapéutica
para o GBM.
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1 INTRODUCAO

O glioblastoma (GBM) é o tumor glial cerebral primario mais comum agressivo
e letal com o diagnostico mais adverso em oncologia. A incidéncia de tumores
cerebrais malignos primarios € de aproximadamente 7 por 100.000 individuos e
aproximadamente 49% dos tumores cerebrais malignos priméarios séo GBM, onde a
maioria dos pacientes morre de doenca progressiva (Schaff; Mellinghoff, 2023). A
grande maioria dos casos ocorre esporadicamente e o tumor é encontrado em todas
as faixas etéarias, porém ocorre mais frequentemente durante a segunda metade da
vida, no sexo masculino (Delavar et al., 2022).

O GBM tem prognostico desfavoravel, com sobrevivéncia em cinco anos de
aproximadamente 36%, e protocolos de tratamento ineficazes e complexos. (Monica
et al., 2022; Schaff, Mellinghoff, 2023; Silva et al., 2021). As Unicas opcdes de
tratamento disponiveis atualmente sdo: a ressecc¢do cirargica, RT e quimioterapia
(Schaff; Mellinghoff, 2023). Embora o prognostico dos pacientes com GBM
permaneca ruim, estdo sendo feitos progressos graduais (Luo et al., 2021; Schaff;
Mellinghoff, 2023; Silva et al., 2021). Nas ultimas décadas houveram varias melhorias
na terapia ressectiva e adjuvante porém, seu prognostico geral permanece ruim, com
sobrevida média dos pacientes de aproximadamente 15 meses (Bryukhovetskiy,
2022; Kosianova; Pak; Bryukhovetskiy, 2024).

O tratamento geralmente inclui uma combinacdo de cirurgia, quimioterapia e
radiacdo (Schaff; Mellinghoff, 2023). A combinac&o do quimioterapico TMZ com RT
melhora a sobrevida do paciente (Chavda et al., 2020; Monica et al., 2022; Schaff;
Mellinghoff, 2023; Silva et al., 2021). A resisténcia do tumor ao tratamento esta
associada as suas células-tronco cancerigenas (CSCs) (Gach-Janczak et al., 2024).
A resisténcia ao TMZ tornou-se um importante obstaculo na melhoria do prognéstico
dos pacientes com GBM (Khan et al., 2024). Apesar de possuir um forte efeito
antitumoral e efeitos colaterais limitados, essa resisténcia se deve a tumorigénese
recorrente em virtude da réapida adaptacdo das células de GBM a toxicidade da
quimioterapia (Zhao et al., 2023).

Atualmente, ndo existem medicamentos ou tecnologias que tenham a

capacidade de erradicar completamente as CSC que provocam o GBM
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(Bryukhovetskiy, 2022; Kosianova; Pak; Bryukhovetskiy, 2024; Pepper; Stummer;
Eich, 2022).

Pacientes com GBM apresentam complicagfes clinicas frequentes, incluindo
eventos tromboembolicos, convulsdes, flutuagcdes nos sintomas neuroldgicos e efeitos
adversos de corticosterdides e quimioterapias que requerem manejo e profilaxia
adequados (Omuro; DeAngelis, 2013). O glioblastoma continua a ser um cancer de
dificil tratamento, e o manejo ideal requer uma abordagem multidisciplinar e
conhecimento das complicacdes potenciais da doenca e do seu tratamento (Omuro;
DeAngelis, 2013; Tewarie et al., 2021)

Novos medicamentos, sistemas de entrega e estratégias para estabelecer
novas terapias multimodais que visam as vias moleculares envolvidas na iniciagéo e
progresséo do tumor no glioblastoma estdo sendo estudados. (Chavda et al., 2020;
Jain et al., 2019). Numerosas abordagens foram feitas para atualizar modelos in vivo
e in vitro com o objetivo principal de avaliar alvos adequados para novas abordagens
terapéuticas (Chavda et al., 2020; Schaff; Mellinghoff, 2023). Este crescente desafio
tem despertado a atencéo dos pesquisadores no uso de plantas ou extratos vegetais
COMO uma cura promissora para as neoplasias ja que existem mais de 3.000 espécies
de plantas medicinais em todo o mundo, que supostamente tém sido utilizadas no
tratamento do cancer (Jain et al., 2019).

As plantas medicinais sdo fonte de tratamento para a dor e doencgas ha muito
tempo. E fonte essencial para producdo de novos medicamentos e produtos
farmacéuticos de origem natural devido a diversidade de sua composi¢cao quimica, 0
gue é responsavel pela sua atividade biolégica (Al-Hadid et al., 2022).

Ultimamente, o uso de materiais fitoterapicos em vez de drogas sintéticas ou
guimicas esta aumentando (Abiri et al., 2022). Materiais fitoterapicos sao encontrados
em medicamentos e podem ser utilizadas na forma de extratos vegetais ou como seus
componentes ativos (El Orfi et al., 2022). Esses materiais sao tradicionalmente
considerados abordagens de cuidados priméarios de saude em algumas partes do
mundo (Pachauri et al., 2023). As plantas séao ricas em fitoquimicos ativos, que tém
sido utilizados no tratamento ou prevencdo de diversas doengas e possuem imenso
potencial para curar doencas malignas (Khazraei; Shamsdin; Zamani, 2022;Parham
et al., 2020; Rahaman et al., 2022).

Extratos pirolenhosos (EP), brutos, e compostos isolados de plantas possuem

uma série de atividades biologicas, incluindo antibacteriana, antifangica,
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antiprotozoaria, antiviral, larvicida, inseticida, acaricida, anti-inflamatéria, antioxidante,
atividades anticancerigenas e antidiabéticas, destacando o potencial para fornecer
compostos e tratamentos para uma serie de condi¢cdes médicas (de Farias et al., 2020;
Mathew; Zakaria, 2015; Perry; Wangchuk, 2023; Pertile; Frac, 2023; Rabiu et al., 2021,
Souza et al., 2018; Theapparat et al., 2023).

Nas ultimas décadas muitas melhorias tem sido realizadas, onde varios
derivados semi-sintéticos ou sintéticos de medicamentos anticaAncer sdo baseados em
moléculas naturais com propriedades anticancer. Neste cenario, a vasta contribuicéo
das moléculas anticancerigenas pertence aos metabolitos secundarios das plantas, a
exemplo dos compostos fendlicos, principal classe quimica presente nos EP’s. Os
polifendis, como os bioativos mais populares, apresentam atividades anticancerigenas
inevitaveis (Rahaiee et al., 2020).

Sendo assim, realizamos um estudo experimental investigando o efeito
citotoxico, migratorio e as alteracdes morfologicas dos EPs frente as células de GBM

in vitro.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 EPs

Foram testados 8 (oito) EPs provenientes do bioma brasileiro, de fontes

distintas conforme descricdo apresentada na tabela 1.

Tabela 1 — Descricdo das espécies vegetais utilizadas na produc¢ado dos extratos

Nome Cientifico Nome Popular Sigla Obtencéao
Cocos nucifera Coco EP- CNmes Cedido pela COPRA Industria de
(Mesocarpo) Alimentos, localizada no municipio

de Macei6-AL, latitude -9,6498 e
longitude -35,708

Cocos nucifera Coco EP- CNend
(Endocarpo)

Dipteryx alata Baru EP- DABR EMBRAPA - CECA

Elaeis guineenses Dendezeiro EP-EGDD Condominio Residencial
Aldebaran Beta, localizado no
municipio de Macei6-AL, latitude -
9.5942707 e longitude -
35.7374947

Eucalyptus Eucalipto EP-EUCL EMBRAPA - CECA

Saccharum Lignina EP- SCLG GRANBIO®

proveniente de
residuo da cana
de acucar



92

Granbio®
Pennisetum Capim Elefante  EP-PPCE EMBRAPA - CECA
purpureum
Cenchrus purpureus  Capim King EP-CPCK EMBRAPA - CECA

Nota: pirélise a 300°C com taxa de aquecimento de 10°C/minuto e tempo de residéncia de 2 horas.
Fonte: Autora, 2024

2.2 Andlises cromatograficas

Foi realizado a extracao liquido-liquido dos principais compostos organicos
utilizando o método otimizado de SANDES et al., (2021) utilizando o solvente
diclorometano P.A. 99,8% de pureza. Foram adicionados 2mL da fase aquosa do EP
em analise e 1mL do solvente em um tubo de ensaio de 10mL. Com o auxilio de uma
pipeta a solugdo foi homogeneizada em um agitador vortex a 2.800 RPM e aguardou-
se a separacao das fases por 10 minutos. Para garantir a total extracdo dos compostos
organicos, realizou-se mais 3 vezes a etapa de extracdo usando 1mL de
diclorometano (1mL).

ApOs a extracgdo liquido — liquido (LLE), as amostras foram preparadas a uma
concentracdo de 1.000 mg/L e injetadas no cromatografo gasoso acoplado a
espectrometria de massa para interpretacdo dos compostos oriundos dos EPs.

A caracterizacdo dos EPs apés LLE foram realizados por GC/MS, modelo
GC/MSQP2010 PLUS, da marca Shimadzu, com uma coluna DB5 (poli-dimetil
siloxano com 5% de grupos fenila) com 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro
interno e 0,25 um de espessura (J&W Scientific, Agilent Technologies, EUA). As
condi¢des cromatograficas foram otimizadas a partir da literatura, tendo por base no
trabalho de Sandes et al., (2021). Foram injetados 1 pL das amostras no modo split
no injetor a 280 °C. O programa de temperatura do GC iniciou em 40 °C por 2 min, 0
forno foi aquecido até 300 °C a uma taxa de 4 °C min-1 permanecendo a essa
temperatura por 5 min.

O processamento de dados do cromatograficos monodimensionais foi realizado
pelo software GCMS-Solution (Shimadzu), e para a comparacdo dos compostos foi
utilizada a biblioteca NIST-08, sendo considerados identificados os compostos com

similaridade maior que 80%.



93

2.3 Ensaios Farmacoldgicos in vitro

2.3.1 Substancias

A avaliacao biolégica foi realizada no Laboratério de Farmacologia e Imunidade
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal de Alagoas,
Brasil. Os compostos foram diluidos em DMEM/F12 (Meio de Eagle modificado por
Dulbecco e a mistura de nutrientes F-12 de Ham [contém 21 aminoacidos, 10
vitaminas, glicose, ferro e zinco, entre outros componentes]) enriquecido com 1% de
L — glutamina, 1% de piruvato, 0,1% de penincilina/estreptomicina, 10% de soro
bovino fetal (SBF), resultando em solu¢des estoque na concentragdo de 1%. A partir
destas solucdes foram obtidos estoques daqueles efetivamente utilizados nos testes

experimentais, por meio de diluicbes seriadas.

2.3.2 Células de glioblastoma

A linhagem de glioblastoma humano GBMO02 foi estabelecida no Departamento
de Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Brasil, com base em amostras cirtirgicas, com a anuéncia do Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Rio de Janeiro (
protocolo n° 002/01).42 Eles foram cultivados em Meio Eagle Modificado por
Dulbecco: Mistura de Nutrientes F12 (DMEM/F12) (Gibco, EUA), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil), 1% de L-glutamina. (2 mM) (Sigma-Aldrich,
EUA), piruvato a 1% (1 mM) (Sigma-Aldrich, EUA) e penicilina/estreptomicina a 0,1%
(solugdo com penicilina 10 U/mL e estreptomicina 10 pg/mL) (Sigma- Aldrich, EUA) e
mantidos em estufa (Sheldon Mfg. Inc., EUA) a 37 °C e atmosfera contendo 5% de
CoO2.

2.3.3 Mondcitos e linfocitos
Mondcitos e linfocitos foram isolados de amostras de sangue periférico, de

doadores voluntarios (CAAE: 67813823.8.0000.5013), na Universidade Federal de
Alagoas, Brasil, segundo Ulmer et. al. Essas células foram mantidas em Roswell Park
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Memorial Institute-1640 (RPMI-1640) (Sigma-Aldrich, EUA) meio de cultura
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina (2 mM), 1% de
piruvato (1 mM) e 1% de aminoacido (Sigma-Aldrich, EUA), e mantido em estufa a
37°C contendo 5% CO2.

2.3.4 Ensaio de citotoxicidade em monadcitos e linfécitos

Mondcitos e linfécitos foram semeados (1x10° células/poco) em placas de 96
pocos, com 50 puL de meio cada. Em seguida foram tratados com EPs (1%, 0.2%,
0.1%, 0.05%, 0.025% e 0.0125% v/v), diluidos em RPMI-1640, e incubados em estufa
a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2, por 48 horas. Apds esse
periodo, foram incubados com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT) (Sigma-Aldrich, EUA) (5 mg/mL), 20 uL/poco, por 4 horas na estufa, nas
mesmas condi¢cdes ja& mencionadas. Em sequéncia, DMSO (200 uL/poco) foi
adicionado para solubilizar os cristais de formazan. Apos 20 minutos, a absorbancia
foi medida utilizando um leitor de microplacas (Thermoplate, EUA) a 550 nm.

2.3.5 Andlise da viabilidade celular GBM02

Células GBM02 foram semeadas (6x10°2 células/poco) em placas de 96 pocos,
com 100 pL de meio cada. Apds a adesao, foram tratados com os EPs (1%, 0.2%,
0.1%, 0.05%, 0.025% e 0.0125% v/v), todos diluidos em DMEM/F12, e incubados em
estufa a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2, por 48 horas. ApOs 0
periodo de incubacao, o sobrenadante foi removido e 50 pL de uma solugédo de MTT
(0,5 mg/mL) foram adicionados a cada poco. 2 horas apos a adicdo de MTT, os
sobrenadantes foram removidos e foram adicionados 50 pL de DMSO, a fim de lisar
células viaveis e detectar cristais de formazan. Apés 30 minutos a placa foi lida em
leitor de microplacas na absorbancia de 530 nm. A analise dos efeitos antitumoral e
citotdxico permitiu determinar o indice de Seletividade (IS) dos EPs a partir da raz&o

dos valores de Clso das células mononucleares do sangue e GBMO0?2.

2.3.4 Avaliacéo da capacidade de migracao do GBMO02
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Para avaliacdo do efeito antimigratério dos EPs sobre o GBMO02, foi realizado o
teste Scratch (Liang; Park; Guan, 2007). As células foram semeadas (10°
células/pocgo) em placas de 24 pocos, com 400 pL de meio cada. Depois de aderidos
e apresentarem confluéncia de cerca de 90 a 95%, foi realizada uma listra vertical,
com ponta de 200 uL, no centro de cada poco, para estabelecer uma regido sem
células. Em seguida, o sobrenadante foi removido para eliminar as células em
suspensao e o meio foi reconstituido. Neste momento, denominado TO, foram
realizadas microfotografias dos pocos individualmente em microscépio 6ptico invertido
TS100-F (Nikon, EUA). Na sequéncia, foram tratados utilizando a Clso
correspondente, com EP-EUCL, EP-DABR e o CPCK todos diluidos em DMEM/F12
sem suplementacao com soro fetal bovino, para minimizar a ocorréncia de proliferacao
celular. Apds 24h de tratamentos, T24, foi realizada a segunda captura de imagem,
nas mesmas areas fotografadas em TO. A analise quantitativa da migracdo GBMO2 foi
realizada utilizando o software Fiji ImageJ (versao 2.0.0; National Institute of Health,
EUA) e o percentual de inibicdo da migracdo celular nos diferentes grupos de
tratamento foi obtido indiretamente, considerando as areas vazias de TO e T24.

2.3.5 Estudo morfolégico do GBM02

Células GBMO02 foram semeadas (6x103 células/poco) em placas de 24 pocos, com
500 pL de meio cada, em lamina de vidro de 13 mm. Apos a adesao, foram tratados
com 500ul de EP-EUCL, EP-DABR e o CPCK (utilizando a Clso correspondente). Em
seguida, as placas foram incubadas em estufa de CO2, nas condi¢des ja citadas, por
48 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas
3 vezes com tampao fosfato salino 0,1 M (PBS; NaCl 137 mM, Na2HPO4 8 mM, KCI
2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, pH 7,0) (Sigma-Aldrich, EUA) e fixado com metanol (Sigma-
Aldrich, EUA) por 2 minutos. Na sequéncia, foram corados com panético rapido
(solucao de triariimetano 0,1%, xantenos 0,1% e tiazina 0,1%) (Laborclin, Brasil). Ao
final da coloragéo, as laminulas foram lavadas com agua destilada, secas durante a
noite e coladas nas laminas com entelan (EMD Millipore Corporation, EUA). As
microfotografias representativas do aspecto morfologico do GBMO02 ap0s os diferentes
tratamentos foram obtidas através de um microscopio 6ptico Eclipse E200 (Nikon,
EUA) conforme descrito pelo fabricante.
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2.4 Andlise Estatistica

A andlise dos dados obtidos dos ensaios in vitro foram realizadas por meio do
teste estatistico ANOVA e o teste de Dunnet, utilizando o Graph Pad Prism 6
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA Statistical).

3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo cromatografica

Os EPs foram caracterizados por cromatografia gasosa acoplado ao
espectrometro de massas (GC-MS) empregando uma abordagem semi-quantitativa
utilizando a éarea relativa dos compostos presentes nos EPs obtidos através da
pirdlise. Os constituintes foram identificados por similaridade e comparacdo dos
espectros de massas (>90%) obtidos com os fornecidos pela biblioteca do
equipamento (NIST 08). Uma andlise comparativa dos perfis cromatograficos dos
extratos em estudo esta representada na figura 1.

A andlise realizada por cromatografia gasosa estd em concordancia com a
literatura, pois analisando a figura 1 podemos observar a comparacdo dos
cromatogramas onde foram identificadas classes de compostos como éteres, fenadis,
aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos, nitrocompostos, hidrocarbonetos aromaticos,
saturados e olefinas (ALMEIDA et al., 2013; CUNHA et al., 2011; BOK et al., 2012,
MATHEW,; ZAKARIA, 2015). Como esperado foi identificado uma alta concentragéo
de compostos fendlicos nos EPs avaliados, caracteristicas inerentes ja bem

estabelecidas na literatura.

Figura 1. Analise comparativa dos perfis cromatograficos dos EPs avaliados
(x10.000,000)
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Fonte: Autora, 2024

Todas as plantas possuem compostos fendlicos, pois sdo fitoquimicos bem
conhecidos. Eles consistem em fendis simples, acido benzdico e cinamico,
cumarinas, taninos, ligninas, lignanas e flavondides. No udltimos 25 anos foram
desenvolvidas pesquisas focadas na extracdo, identificagcdo e quantificagcdo de
compostos fendlicos como moléculas medicinais e/ou dietéticas (Khoddami; Wilkes;
Roberts, 2013; Rahaiee et al., 2020). Porém a baixa estabilidade contra condicdes
ambientais adversas, a liberagcdo ndo direcionada, a baixa solubilidade e a baixa
absorcdo de moléculas fendlicas puras sao barreiras significativas que diminuem as
funcdes dos polifendis. Recentemente, 0os processos de nanoencapsulacédo tém sido
aplicados para superar estas restricbes, nos quais a atividade anticancerigena dos
polifendis tem sido visivelmente aumentada (Rahaiee et al., 2020)

A seguir o cromatograma correspondente a cada EP e seus compostos

encontrados:

1.Pennisetum purpureum - (EP-PPCE)

Figura 2 - Cromatograma do o EP-PPCE
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Notas: Cromatograma de corrente ibnica total (TIC) para o extrato pirolenhoso do Pennisetum
purpureum - Capim Elefante (EP-PPCE) a partir da pirdlise numa temperatura de 300 °C, taxa de
aguecimento de 10°C/min e tempo de residéncia de 2h.Fonte: Autora, 2024.

No EP proveniente de Pennisetum purpureum - (EP-PPCE) foram identificados

48 compostos de forma semi-quantitativa observados na tabela 1.

Tabela 1 — Compostos identificados de forma semi-quantitativa no EP proveniente de


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/purity

Pennisetum purpureum.

98

Compostos area %
Toluene 0,34
n-Butyl nitrite 2,66
Butanoic acid, 3-methyl- 0,15
Pentanoic acid 0,32
2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 1,36
Ethanone, 1-(2-furanyl)- 1,55
Butanoic acid, anhydride 0,05
2-Ethyl-3-vinyloxirane 0,26
p-Benzoquinone 0,08
2-Cyclohexen-1-one 0,08
3,3-Dimethyl-2-pentanol 0,15
2-Pentene, 2,3,4-trimethyl- 0,13
2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- 1,05
2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl- 2,38
Phenol 24,45
2-Cyclopenten-1-one, 3,4-dimethyl- 0,29
3-Hexen-2-one, 3-methyl- 0,81
2-Furanmethanol, tetrahydro- 0,31
3-Methylcyclopentane-1,2-dione 5,46
2-Acetyl-5-methylfuran 0,16
2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 1,6
Phenol, 2-methyl- 4,1
Butanoic acid, anhydride 1,63
Ethanone, 1-(1-cyclohexen-1-yl)- 0,3
Phenol, 2-methyl- 7,46
Cyclopentane, 1-acetyl-1,2-epoxy- 0,08
Phenol, 2-methoxy- 8,6
4-Hexen-3-one, 4,5-dimethyl- 0,16
Cyclohexanecarboxylic acid, 2- 0,72
tetrahydrofurylmethyl ester
3-Nonen-2-ol, (2)- 0,45
Phenol, 2,6-dimethyl- 0,12
2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy- 1,56
Phenol, 2-ethyl- 0,26
Cyclopentane, 1l-acetyl-1,2-epoxy- 0,15
2(3H)-Furanone, 5-methyl- 0,47
Phenol, 2,6-dimethyl- 0,74
Phenol, 4-ethyl- 5,68
Phenol, 2,6-dimethyl- 0,19
Catechol 1,54
Phenol, 2-methoxy-4-methyl- 2,28
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2-Hydroxy-3-propyl-2-cyclopenten-1-one 0,22
1,4:3,6-Dianhydro-.alpha.-d-glucopyranose 1,08
2,3-Anhydro-d-mannosan 0,24
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- 0,64
Phenol, 2,6-dimethoxy- 4,18
Vinyl 2-ethylhexanoate 0,24
Vanillin, acetate 0,17
2-Propanone, 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 0,1

total dos compostos: 87%

2. Cocos nucifera endocarpo (EP-CNend)

Figura 3 - Cromatograma do EP-CNend.
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Notas: Cromatograma de TIC para o extrato pirolenhoso do EP-CNend a partir da pirélise numa
temperatura de 300 °C, taxa de aquecimento de 10°C/min e tempo de residéncia de 2h. Fonte:
AUTORA, 2024.

No EP proveniente de Cocos nucifera endocarpo foram identificados 41 compostos

de forma semi-quantitativa observados na tabela 2.

Tabela 2 — Compostos identificados de forma semi-quantitativa no EP proveniente de Cocos

nucifera endocarpo

Compostos area %
Toluene 0,33
Isoamyl nitrite 1,17
Furfural 0,55
2-Cyclopenten-1-one 1,05
2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 0,6
Ethanone, 1-(2-furanyl)- 0,2
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Cyclopentane-1,2-diol 0,2
Diisoamyl ether 0,05
Cyclohexane, 1-methyl-2-propyl- 0,15
Piperidine-4-carbonitrile 0,41
2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl- 0,73
Carbamic acid, phenyl ester 44,89
2-Cyclopenten-1-one, 3,4-dimethyl- 0,09
3-Hexen-2-one, 3-methyl- 0,39
Butanoic acid, anhydride 0,09
3-Methylcyclopentane-1,2-dione 3,3
2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 0,47
Phenol, 2-methyl- 1,98
Butanoic acid, anhydride 0,16
Phenol, 2-methyl- 3,12
Phenol, 2-methoxy- 12,84
Phenol, 2,6-dimethyl- 0,07
2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy- 0,52
Cyclopentane, 1l-acetyl-1,2-epoxy- 0,05
Phenol, 2,4-dimethyl- 0,18
Octanoic acid 0,2
Phenol, 2-ethyl- 0,37
2-Methoxy-6-methylphenol 0,23
1,2-Benzenediol 1,6
Creosol 5,19
1,4:3,6-Dianhydro-.alpha.-d-glucopyranose 0,22
1,2-Benzenediol, 3-methyl- 0,1
1,2-Benzenediol, 3-methoxy- 0,32
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- 2,6
Phenol, 2,6-dimethoxy- 7,63
Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)-, acetate 0,13
Phenol, 2-methoxy-4-propyl- 0,15
Vanillin 0,23
3-Hydroxybenzhydrazide 0,12
Apocynin 0,25
2-Propanone, 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 0,09

total de compostos 93,02

3. EP do EP-CPCK

Figura 4 — Cromatograma do EP-CPCK.
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Notas: Cromatograma de TIC para o extrato pirolenhoso EP-CPCK a partir da pir6lise numa
temperatura de 300 °C, taxa de aquecimento de 10°C/min e tempo de residéncia de 2h. Fonte:
AUTORA, 2024.

No EP proveniente de Cenchrus purpureus (EP-CPCK) foram identificados 59

compostos de forma semi-quantitativa observados na tabela 3.

Tabela 3 — Compostos identificados de forma semi-quantitativa no EP proveniente de Cenchrus

purpureus.
Compostos area %

Propanoic acid, 2-methyl- 0,05
1-Phenyl-2-butanone 2,01
Butanoic acid 2,09
4-Hydroxy-3-hexanone 0,1
Thiirane 0,26
3-Cyclopentene-1-acetaldehyde, 2-oxo- 4,09
2-Furanmethanol 6,34
n-Butylethylenediamine 0,68
Pentanoic acid 0,24
2-Butanone, 3,3-dimethyl- 0,09
2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 1,8
Butanoic acid, 4-hydroxy- 1,49
Cyclopentane-1,2-diol 0,19
2(3H)-Furanone, 5-methyl- 0,28
Heptane, 2,3,4-trimethyl- 0,03
1-Heptene, 4-methyl- 0,13
Cyclohexane, 1-methyl-2-propyl- 0,14
Propanoic acid, ethenyl ester 0,55
Piperidine-4-carbonitrile 0,62
2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl- 2,08
Phenol 21,17
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2-Furanmethanol, acetate 0,05
2-Cyclopenten-1-one, 3,4-dimethyl- 0,21
3-Hexen-2-one, 3-methyl- 0,7
2-Furanmethanol, tetrahydro- 1,21
p-Benzoquinone, 2-methyl- 0,14
3-Methylcyclopentane-1,2-dione 5,56
2-Acetyl-5-methylfuran 0,14
2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 1,45
Phenol, 2-methyl- 3,19
Butanoic acid, anhydride 0,42
Phenol, 2-methyl- 4,72
1-Ethyl-2-trifluoroacetoxycyclohexane 0,54
Phenol, 2-methoxy- 4,97
Octanoic acid, 2-tetrahydrofurylmethyl ester 0,71
3-Nonen-2-ol, (E)- 0,42
Phenol, 2,6-dimethyl- 0,27
2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy- 1,92
Valeric anhydride 0,23
Phenol, 2-ethyl- 0,16
Phenol, 2,6-dimethyl- 1,04
Phenol, 4-ethyl- 3,16
Catechol 2,45
2-Hydroxy-3-propyl-2-cyclopenten-1-one 0,28
1,4:3,6-Dianhydro-.alpha.-d-glucopyranose 1,32
2-Butanone, 1-(2-furanyl)-3-methyl- 1,12
2,3-Anhydro-d-mannosan 0,76
2,4-Dimethylfuran 0,19
1,2-Benzenediol, 3-methoxy- 1,15
2-Butenoic acid, 2-methyl-, (E)- 0,57
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- 0,58
1,2-Benzenediol, 3-methyl- 0,68
(S)-(+)-2',3'-Dideoxyribonolactone 0,36
1,4-Benzenediol, 2-methyl- 0,33
Phenol, 2,6-dimethoxy- 3,5
Benzaldehyde, 4-hydroxy- 0,16
2-Buten-1-ol, propanoate 0,46
Vanillin, acetate 0,09
2-Propanone, 1-(4-hydroxy-3- 0,35
methoxyphenyl)-

total dos compostos 89,99

4. EP do Cocos nucifera mesocarpo (EP-CNmes)
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Figura 5 — Cromatograma do EP-CNmes

n
Carbamic acid, phanyl asher

- T 7
0 125 150 176 00 226 50 25

o

‘325.

38,0

103

450 476 EO0

Tempo de retengéo (min)

Notas: Cromatograma de TIC para o extrato pirolenhoso do Cocos nucifera mesocarpo (EP-CNmes) a

partir da pirélise numa temperatura de 300 °C, taxa de aquecimento de 10°C/min e tempo de residéncia

de 2h. Fonte: AUTORA, 2024

No EP proveniente de Cocos nucifera mesocarpo (EP-CNmes) foram identificados

38 compostos de forma semi-quantitativa observados na tabela 4.

Tabela 4 — Compostos identificados de forma semi-quantitativa no EP proveniente de Cocos nucifera

mesocarpo.

Compostos area %
Toluene 0,35
Butanoic acid 0,75
Cyclopentanone 0,04
Furfural 0,47
2-Cyclopenten-1-one 0,53
2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 0,71
Ethanone, 1-(2-furanyl)- 0,21
Cyclopentane-1,2-diol 0,19
Diisoamyl ether 0,06
Cyclohexane, 1-methyl-2-propyl- 0,12
2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl- 0,76
Carbamic acid, phenyl ester 43,27
4,4-Dimethyl-2-cyclopenten-1-one 01
4-Hexen-2-one, 3-methyl- 0,38
Butanoic acid, anhydride 0,09
p-Benzoquinone, 2-methyl- 01
3-Methylcyclopentane-1,2-dione 2,98
2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 0,42
Phenol, 2-methyl- 1,92
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Propanoic acid, 2-methyl-, anhydride 0,11
Phenol, 2-methyl- 2,94
Phenol, 2-methoxy- 12,15
2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy- 0,51
Octanoic acid 0,42
Phenol, 4-ethyl- 0,16
2-Methoxy-6-methylphenol 0,22
1,2-Benzenediol 1,1
Creosol 4,71
1,2-Benzenediol, 3-methyl- 0,21
1,2-Benzenediol, 3-methoxy- 0,42
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- 2,71
5,10-Diethoxy-2,3,7,8-tetrahydro-1H,6H- 1,47
dipyrrolo[1,2-a
Phenol, 2,6-dimethoxy- 6,09
Phenol, 2-methoxy-4-propyl- 0,14
Vanillin, acetate 0,31
Benzene, 1,2,3-trimethoxy-5-methyl- 0,61
2-Propanone, 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 0,52
Di-n-octyl phthalate 0,78
total compostos: 89,03

5. EP do Saccharum lignina (EP-SCLG)

Figura 6 - Cromatograma do EP-SCLG.
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Notas: Cromatograma de TIC para o extrato pirolenhoso do Saccharum lignina (EP-SCLG) a partir da
pirélise numa temperatura de 300 °C, taxa de aquecimento de 10°C/min e tempo de residéncia de 2h.
Fonte: AUTORA, 2024.

No EP proveniente de Saccharum lignina (EP-SCLG) foram identificados 15
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Tabela 5 — Compostos identificados de forma semi-quantitativa no EP proveniente de Saccharum lignina

(EP-SCLG).
Compostos area %
Toluene 2,76
Tetrachloroethylene 0,42
3-Decene, 2,2-dimethyl-, (E)- 0,23
Cyclopentane-1,2-diol 1,64
Pentane, 3-ethyl- 0,61
Cyclohexane, 1-methyl-2-propyl- 0,88
Phenol 43,62
2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 0,4
Phenol, 2-methyl- 4,87
Phenol, 2-methyl- 20,11
Phenol, 2-methoxy- 1,87
2,5-Pyrrolidinedione, 1-methyl- 111
Phenol, 2,6-dimethyl- 1,07
Phenol, 4-ethyl- 7,17
Phenol, 2,6-dimethoxy- 0,99
total compostos: 87,75
6. EP do Elaeis guineenses (EP-EGDD)
Figura 7 - Cromatograma do EP-EGDD.
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Notas: Cromatograma de TIC para o extrato pirolenhoso do Elaeis guineenses (EP- Tempoderetencdo (min)

pirélise numa temperatura de 300 °C, taxa de aquecimento de 10°C/min e tempo de residéncia de 2h.

Fonte: AUTORA, 2024.

No EP proveniente de Elaeis guineenses (EP-EGDD) foram identificados 36
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Tabela 6 — Compostos identificados de forma semi-quantitativa no EP proveniente de Elaeis guineenses

(EP-EGDD).

Compostos area %

Toluene 0,56
Butanoic acid 0,48
Cyclopentanone 0,16
Furfural 1,99
2-Cyclopenten-1-one 2,28
2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 0,61
Ethanone, 1-(2-furanyl)- 0,33
Butyrolactone 0,11
Cyclopentane-1,2-diol 0,31
Cyclohexane, (1,2,2-trimethylbutyl)- 0,19
Cyclohexane, 1-methyl-2-propyl- 021
2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- 0,46
Carbonic acid, octyl phenyl ester 30,77
4-Hexen-2-one, 3-methyl- 0,45
3-Methylcyclopentane-1,2-dione 3,29
2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 0,4
Phenol, 2-methyl- 4,39
Furan, 2-butyltetrahydro- 03
Phenol, 2-methyl- 4,6
1,4-Hexadiene, 3,3,5-trimethyl- 0,15
Phenol, 2-methoxy- 16,83
2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy- 0,43
Phenol, 2-ethyl- 0,22
Phenol, 2,3-dimethyl- 0,66
Benzoic acid, 3-pyridyl ester 0,3
Phenol, 4-ethyl- 0,73
Phenol, 2-methoxy-4-methyl- 0,12
1,2-Benzenediol 4,33
Creosol 4,61
1,4:3,6-Dianhydro-.alpha.-d-glucopyranose 0,47
2,3-Anhydro-d-mannosan 0,39
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- 1,45
Phenyl isobutyrate 0,27
Phenol, 2,6-dimethoxy- 6,18
4-Hydroxy-2-methoxybenaldehyde 0,49
3-Hydroxybenzhydrazide 1,2
total compostos: 90,72
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7. EP do Eucalyptus (EP-EUCL)

Figura 8 - Cromatograma do EP-EUCL.
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Notas: Cromatograma de TIC para o extrato pirolenhoso do Eucalyptus (EP-EUCL) a partir da pir6lise
numa temperatura de 300 °C, taxa de aquecimento de 10°C/min e tempo de residéncia de 2h.
Fonte: AUTORA, 2024.

No EP proveniente de Eucalyptus (EP-EUCL) foram identificados 34 compostos

de forma semi-quantitativa observados na tabela 7.

Tabela 7 — Compostos identificados de forma semi-quantitativa no EP proveniente de Eucalyptus (EP-
EUCL).

Compostos area %
Toluene 0,88
Tetrachloroethylene 0,2
Propanoic acid, 2-methyl-, anhydride 1,22
2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 0,21
Ethanone, 1-(2-furanyl)- 0,37
Cyclopentane-1,2-diol 1,16
Cyclohexane, (1,1-dimethylpropyl)- 0,17
Cyclohexane, 1-methyl-2-propyl- 0,37
2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- 0,29
2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl- 1,21
Phenol 15,95
4,4-Dimethyl-2-cyclopenten-1-one 0,17
4-Hexen-2-one, 3-methyl- 0,49
3-Methylcyclopentane-1,2-dione 6,94
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2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 1,17
Phenol, 2-methyl- 4,85
Phenol, 2-methyl- 6,89
Phenol, 2-methoxy- 5,86
Phenol, 2,6-dimethyl- 0,23
2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy- 1,34
Phenol, 2,6-dimethyl- 2,22
Phenol, 2-ethyl- 2,82
Phenol, 2,6-dimethyl- 0,27
1,2-Benzenediol 2,4
Creosol 2,93
1,4:3,6-Dianhydro-.alpha.-d-glucopyranose 1,14
2,3-Anhydro-d-galactosan 0,73
2,3-Anhydro-d-mannosan 0,7
1,2-Benzenediol, 3-methoxy- 0,52
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- 0,42
Phenol, 2,6-dimethoxy- 12,31
Vanillin 0,31
2-Propanone, 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 0,17
1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-methylpropyl) ester 0,27

total de compostos: 77,18

8. EP do Dipteryx alata (EP-DABR)

Figura 9 - Cromatograma do EP-DABR.
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Notas: Cromatograma de TIC para o extrato pirolenhoso do Dipteryx alata (EP-DABR) a partir da pirolise
numa temperatura de 300 °C, taxa de aquecimento de 10°C/min e tempo de residéncia de 2h. Fonte:
AUTORA, 2024.

No EP proveniente de Dipteryx alata (EP-DABR) foram identificados 35

compostos de forma semi-quantitativa observados na tabela 8.
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Tabela 8 — Compostos identificados de forma semi-quantitativa no EP proveniente de Dipteryx alata
(EP-DABR).

Compostos area %
Toluene 0,7
Isoamyl nitrite 1,07
Furfural 2,25
2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 0,59
Ethanone, 1-(2-furanyl)- 0,4
Cyclopentane-1,2-diol 0,39
Propanoic acid, 2-methyl-, 3-methylbutyl 0,14
ester
Cyclohexane, 1-methyl-2-propyl- 0,27
2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- 1,18
2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl- 0,98
Phenol 4,21
4-Hexen-2-one, 3-methyl- 0,85
3-Methylcyclopentane-1,2-dione 8,53
2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 0,78
Phenol, 2-methyl- 1,5
Butanoic acid, anhydride 0,12
Phenol, 2-methyl- 2,49
4-Hexen-2-one, 3-methyl- 0,73
Phenol, 2-methoxy- 13,49
4-Hexen-3-one, 4-methyl- 0,12
2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy- 1,12
Cyclopentane, 1l-acetyl-1,2-epoxy- 0,22
2-Methoxy-6-methylphenol 0,25
1,2-Benzenediol 2,69
Creosol 10,09
1,4:3,6-Dianhydro-.alpha.-d-glucopyranose 0,97
2,3-Anhydro-d-galactosan 0,24
2,3-Anhydro-d-mannosan 1,49
1,2-Benzenediol, 3-methyl- 0,31
1,2-Benzenediol, 3-methoxy- 0,44
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- 2,59
Phenol, 2,6-dimethoxy- 12,2
Vanillin, acetate 0,47
Benzene, 1,2,3-trimethoxy-5-methyl- 1,74
2-Propanone, 1-(4-hydroxy-3- 0,87
methoxyphenyl)-
total compostos: 76,48
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Pode-se observar que houveram semelhancas ao analisarmos os perfis
quimicos nos cromatogramas das diferentes biomassas analisadas. Os grupos
identificados foram fendis, compostos de funcdo mista, arométicos, aldeidos, éteres,
cetonas, furanos, compostos nitrogenados e acidos carboxilicos. Os compostos
majoritarios identificados por similaridade pertencem ao grupo dos fendis, e esse
achado foi corroborado por FARIAS et al., 2022.

3.2 Ensaio da Viabilidade de GBM-02

Todos os extratos apresentaram atividade inibitéria sobre GBMO02, quando
comparados ao grupo controle DMEM-F12. Os EPs que inibiram significativamente o
desenvolvimento celular tumoral, foram EP-EUCL (57,19 + 2,66%), EP-DABR (56,93
+ 2,77%), EP-PPCE (55,44 +2,57 %), EP-CPCK (51,08 +3,11%), e 0s que
apresentaram maior poténcia foram: EP-EUCL ( 0,132% [+0,007]), EP-CPCK (0,175%
[+0,019]) e EP-DABR (0,179% [+0,023]) (tabela 11).

Tabela 10 - Atividade dos EP’s sobre GBM-02

Tratamento Clso (% + DP) Efeito maximo+DP**

EP-PPCE Pennisetum purpureum | 0,186% (+0,028) 55,44 +2 57 ****
EP-CNend Cocos nucifera endocarpo | 1,293% (+0,762) 53,72 + 0,25%***
EP-CPCK Cenchrus purpureus 0,175% (+0,019) 51,08 £3,11****

EP-CNmesCocos nucifera mesocarpo | 1,200% (+0,538) 51,02 + 0,72****
EP-SCLG Saccharum lignina 2,776% (x1,312) 29,93 +£10,62**

EP-EGDD Elaeis guineenses 0,925% (+0,036) 46,03 + 3,71%***
EP-EUCL Eucalyptus 0,132% (x0,007) 57,19 + 2,66 ****
EP-DABR Dipteryx alata 0,179% (+0,023) 56,93 + 2,77****

Nota: *Concentracao inibitéria de 50% (concentracao percentual v/iv ) de GBMO02, calculada por meio
de curvas concentracdo resposta. *Média + desvio padrdo da média do efeito maximo sobre a
viabilidade de GBMO02, em triplicatas de um experimento representativo. Os valores do efeito maximo
foram significativos quando **p < 0,01 , ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 em relagdo ao grupo DMEM F12.
ND: efeito maximo nédo determinado até a concentragdo maxima testada, quando comparado ao grupo
DMEM F12.Fonte: AUTORA, 2024,

3.3 Ensaio da Viabilidade de células mononucleares sanguineas (PBMC’s)

Foi realizado o ensaio de viabilidade celular dos EPs sobre mondcitos e linfocitos
através do método MTT, avaliando-se o nivel de citotoxidade para as células

mononucleares sanguineas (PBMC’s) nas concentracdes testadas (tabela 10).
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Tabela 11 - Efeito dos EP’s sobre a viabilidade de PBMCs.

Tratamento CCso Citotoxicidade Maxima (%)
EP-PPCE Pennisetum purpureum >1% ND
EP-CNend Cocos nucifera endocarpo >1% ND
EP-CPCK Cenchrus purpureus >1% ND
EP-CNmes Cocos nucifera mesodermo >1% ND
EP-SCLG Saccharum lignina >1% ND
EP-EGDD Elaeis guineenses >1% ND
EP-EUCL Eucalyptus >1% ND
EP-DABR Dipteryx alata >1% ND

Nota: Concentragdo citotdxica de 50% de mondcitos e linfécitos, calculada por meio de de curvas
concentracao-resposta. Citotoxicidade méaxima expressa como média + desvio padrdo da média. Fonte:
AUTORA, 2024.

Todos os EPs utilizados no ensaio ndo apresentaram atividade citotoxica para
monacitos e linfécitos nas concentracdes testadas em relacéo as células tratadas com

meio especifico para o desenvolvimento celular.

3.4 Seletividade dos EP’s

As analises dos efeitos antitumoral e citotoxico, com a demonstracdo dos
parametros farmacolégicos Clso, CCso € Emax, permitiram determinar o indice de
seletividade dos EP’s (tabela 12).

Tabela 12 - indice de seletividade dos EP's e da TMZ

Tratamento Célculo do indice de indice de
seletividade (CCso/Clsg) Seletividade

EP-PPCE Pennisetum purpureum >1/0,186 >5,376
EP-CNend Cocos nucifera >1/1,293 >0,773
endocarpo
EP-CPCK Cenchrus purpureus >1/0,175 >5,714
EP-CNmes Cocos nucifera >1/1,200 >0,833
mesocarpo
EP-SCLG Saccharum iignina >1/2,776 >0,360
EP-EGDD Elaeis guineenses >1/0,925 >1,081
EP-EUCL Eucalyptus >1/0,132 >7,575
EP-DABR Dipteryx alata >1/0,179 >5,586

Todos os extratos tiveram seus indices de seletividade determinados. Os EP-
EUCL (>7,575), EP-CPCK (>5,714), EP-DABR (>5,586) e EP-PPCE (>5,376)
apresentaram-se mais seletivos para GBM02 do que para as células mononucleares
sanguineas, com destaque para os EUCL (>7,575). E importante salientar que quanto

maior o valor numérico do IS, mais seletivo para GBMO02 € o extrato.
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3.5 Avaliacao do efeito antimigratério dos extratos pirolenhosos

O efeito antimigratorio sobre GBMO02 foram avaliados nos EP-DABR, EP-
CPCK, EP-EUCL e EP-PPCE, pois apresentarem auséncia de citotoxicidade em
células mononucleares sanguineas, melhores efeitos de inibicdo da viabilidade celular
de GBMO02, e os que se demonstraram mais seletivos para as células neoplésicas do
que para células sanguineas. Visualmente, conseguimos observar que os EPs
avaliados foram capazes de apresentar uma diminuicdo da migracéo celular de TO
para T24, quando comparados ao grupo controle DMEM-F-12. Ao observarmos as
microfotografias representativas do extrato EP-CPCK e EP-DABR visualizamos um
aumento da migracao das células neoplésicas e em relacao aos extratos EP-EUCL e
EP-PPCE. Quando analisamos de forma quantitativa (figura 10), os extratos EP-EUCL
(99,24%) e EP-PPCE (93,51%) inibiram de forma significante a migracdo de GBMO02.
Os demais EP-DABR (75,47%) e o CPCK (72,09%) apresentaram uma forte tendéncia
de inibicdo, embora n&o tenham dado significativo.

Figura 10 — Microfotografias representativas dos efeitos dos EPs sobre a migracdo de GBMO02
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Notas: Analise quantitativa da migracdo de GBMO02. Os resultados foram expressos como a média +
desvio padrao da média da porcentagem de migracdo de GBM02, em duplicata de um experimento
representativo. Os valores de porcentagem de migracdo de GBMO02 foram significativos quando *p <
0,05 em relagédo ao grupo DMEM-F12. Fonte: Autora (2024).

3.6 Avaliacéo do efeito dos extratos pirolenhosos sobre a morfologia de GBM02

A morfologia protoplasmatica, caracteristica de GBM foi observada nas células
tratadas com DMEM-F12 e nos tratamentos com o0s extratos houve o surgimento de
células com citoplasma arredondado, formacdo de vacuolos citoplasmaticos e
rompimento de membrana celular e nuclear, tipico de células em morte celular.

As alteracdes dos aspectos morfoldgicos foram avaliadas apds o tratamento
das células de GBMO02 por 48 horas, com os EPs selecionados por apresentarem o
melhor perfil de resposta, com auséncia de citotoxicidade em mondcitos e linfocitos,
maior efeito antitumoral sobre GBM02, maior seletividade para GBMO02 e inibicdo da
migracao das células neoplésicas.

As células tratadas com DMEM-F12 apresentaram morfologia protoplasmatica,
com prolongamentos alongados caracteristicos de GBM02. Os tratamentos com todos
os extratos, EP-CPCK, EP-EUCL, EP-DABR e EP-PPCE, utilizando a Clso, reduziram
0 numero de células e houve o surgimento de células com citoplasmas arredondados
ou morfologia atipica. Essas alteracdes ocorreram em todos os EPs avaliados. Além
disso, todos os EPs promoveram a formacao de vacuolos citoplasmaticos, perda de
conteudo citoplasmatico, rompimento de membrana nuclear e extravasamento de seu

conteudo nas células tumorais.
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Figura 11 — Microfotografias representativas dos efeitos do DMEM-F12, EP-EUCL, EP- CPCK e
EP-DABR sobre a morfologia de GBMO02.
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Notas: Andlise dos aspectos morfolégicos de GBMO02. Microfotografias da morfologia de GBM02 apds
os tratamentos, obtidas por meio de microscopio optico nos aumentos de 10x e 40x Fonte: Autora
(2024).
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4 DISCUSSAO

O glioblastoma (GB) se destaca como a forma mais prevalente e letal de cancer
cerebral. Embora grandes esfor¢os tenham sido feitos por clinicos e pesquisadores,
nenhuma melhora significativa ha sobrevivéncia foi alcancada desde que o protocolo
Stupp se tornou o padrdo de tratamento (Obrador et al.,, 2024). Apesar dos
tratamentos multimodais, a recorréncia é quase universal, com taxas de sobrevivéncia
abaixo de 2 anos apds o diagnostico (Sadowski et al., 2024). Portanto, a pesquisa de
extratos que apresentem atividade sobre GBM é de fundamental importancia para a
industria farmacéutica e 6rgaos de saude publica.

As plantas sédo fontes essenciais para producdo de farmacos devido a sua
diversidade na composicao quimica, responsavel pela atividade biolégica (Al-Hadid et
al., 2022). A vincristina e vinblastina, sdo exemplos de quimioterapicos de origem
vegetal, derivado da flor da pervinca de Madagascar, que é amplamente usada em
leucemias e no tratamento de outros tipos de céancer, incluindo linfomas de Hodgkin e
nao-Hodgkin, retinoblastoma, neuroblastoma, glioma e uma variedade de tumores
cerebrais (Chunarkar-Patil et al., 2024; Taub et al., 2024). No entanto extratos,
especialmente EPs ainda € um tipo pouco explorado, apesar de possuir uma série de
atividades biologicas, destacando o potencial para fornecimento de compostos para
diversas condigcbes médicas (Theapparat et al., 2023). Muitos avancos tem sido
realizados onde varios derivados semi-sintéticos e sintéticos foram originados de
moléculas naturais, a exemplo dos fendis, principal classe quimica presente nos EPs
de acordo com a literatura e confirmada por meio de GC/MS em todos os EPs
avaliados nesta tese.

O fenol ocupa um lugar singular no arsenal terapéutico médico em multiplas
especialidades como a urologia, coloproctologia, dermatologia, otorrinolaringologia e
outros. Em relacdo ao campo de cancerizagéo e o tratamento de queratoses actinicas,
a aplicacdo sobre as lesdes elimina as células pré-malignas, prevenindo a sua
evolucao para o cancer de pele ndo melanoma. Em oncologia, pode ser utilizado apos
curetagem para tumores de células gigantes, ablacdo de células tumorais em
metastases 6sseas e tumores 6sseos primarios, reduzindo a recidiva e melhorando o
controle local da doenca (Tavares, 2024).

Compostos fendlicos séo reconhecidos como 0s principais contribuintes para

seus efeitos biolégicos e se destacam devido as suas propriedades antioxidantes,
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anti-inflamatorias, antiangiogénicas e anticancer. Apesar dos avancos substanciais na
compreensao da natureza do cancer, a incidéncia persistentemente alta desta doenca
ressalta a necessidade de abordagens inovadoras que complementem as
intervencdes tradicionais. Nas Ultimas décadas, a atencdo tem se voltado para a
quimioprevencao do cancer abrangendo o uso de agentes naturais, sintéticos ou
bioldgicos para reverter, suprimir ou prevenir a progressao do tumor (Quesada, 2024).
Nesse contexto, os compostos fendlicos naturais ganharam forca significativa,
impulsionada por suas varias atividades bioldgicas e eficacia terapéutica (Tavan et
al., 2024).

O fenol (acido carbdlico ou acido fénico) € um composto organico com a formula
quimica CsHsOH, conhecido como acido fénico ou hidroxi-benzeno. E encontrado na
natureza como um sélido cristalino incolor ou branco a temperatura ambiente,
moderadamente solUvel em agua, altamente solivel em solventes organicos como
etanol e éter. Pequenas quantidades de fenol ocorrem naturalmente em alguns
vegetais e como subproduto da decomposicdo de matéria organica. Em baixas
concentragbes, o fenol exerce efeitos anestésicos locais obtidos através da
denervacdo; em altas concentracdes, ele exerce um potente efeito desnaturante de
proteinas que induz a apoptose, podendo inclusive ser utilizado em tratamentos de
feridas com efetividade, seguranca e baixo custo, poupando procedimentos cirargicos
agressivos (Tavares, 2024).

Recentemente foi descoberto um novo tipo de morte celular programada, a
ferroptose, que é mecanicamente diferente dos outros tipos de morte celular
programada, como apoptose, necroptose e autofagia. E caracterizada pelo actimulo
de ferro intracelular, superproducéo de espécies reativas de oxigénio, deplecdo de
glutationa e extensa peroxidacado lipidica de lipidios na membrana celular. Foi
descoberto que a ferroptose esta interconectada com muitas doengas, como doengas
neurodegenerativas e cancer (Lesjak; Simin; Srai, 2022; Zivanovié et al., 2024).

Os fendis surgiram como indutores potentes de ferroptose em canceres. Sendo
assim, os fendis tem a capacidade de impedir o crescimento do tumor, conter a
proliferacdo celular excessiva e suprimir tendéncias invasivas, tudo isso enquanto
aumenta a sensibilidade a quimioterapia (Lesjak; Simin; Srai, 2022; Zhang; Xie, 2024;
Zivanovié et al., 2024). A caracteristica distintiva dos fendis no contexto da terapia do

cancer reside em sua capacidade seletiva de induzir ferroptose, visando seletivamente
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células cancerigenas enquanto minimiza os efeitos citotoxicos em células normais
(Zhang; Xie, 2024).

Neste estudo os ensaios de viabilidade celular de GBM02 demonstraram que
todos os EPs foram capazes de reduzir a atividade metabdlica mitocondrial e a
qguantidade de células tumorais viaveis apos 48 horas dos tratamentos. Nosso grupo
de pesquisa s6 observou acdo da TMZ sobre a célula tumoral no tempo de 72 horas,
onde alcancou um Eméx de 47,3 £ 2,7% em 900 pM (Viana, 2019). Os polifendis
modulam diferentes func¢des celulares e podem neutralizar os efeitos do estresse
oxidativo, inflamacéo e apoptose (Tavan et al., 2024). Cerca de 75% dos novos
farmacos anticaAncer desenvolvidos e comercializados entre 1981 e 2010 foram
derivados diretamente de fontes naturais. Propriedades anticancer tanto em estudos
in vitro como in vivo demonstraram caracteristicas anticancer de diferentes compostos
fendlicos derivados de plantas (Bhuyan et al., 2018).

Castafeda et al., 2024 avaliou a associacdo entre a ingestao total de polifendis
e o risco de mortalidade por todas as causas e por cancer em uma coorte mexicana e
verificou que a ingestéo total de polifenol foi associada a menor risco de mortalidade
por todas as causas [razdo de risco (RR)qavs.q1: 0,88; IC de 95%: 0,76, 0,99; P -
tendéncia = 0,01] e cancer (RRqavs.q1: 0,81; IC de 95%: 0,64, 0,99;P-tendéncia = 0,02).
Entre as classes de polifendis,os acidos fendlicos, particularmente os &cidos
hidroxicinamicos do café, mostraram uma associacao inversa com todas as causas
(HR qavs.01: 0,79; IC de 95%: 0,69, 0,91;P-tendéncia = 0,002) e mortalidade por cancer
(HRqavs.@1: 0,75; IC de 95%: 0,61, 0,94;P-tendéncia = 0,03). Sugerindo que a alta
ingestdo de polifenol, principalmente de acidos fendlicos, como acidos
hidroxicinamicos, pode ter um efeito protetor na mortalidade geral e por cancer
(Castafieda et al., 2024).

O contetdo polifendlico presente no caroco do coco (CKf) é de particular
interesse devido aos seus numerosos efeitos benéficos relatados, como reducdo do
estresse oxidativo, combate ao cancer e modulacdo de vias anti-inflamatorias. As
atividades anticancer de CKf em células de cancer de préstata (DU-145) em diferentes
concentracbes foram testadas usando o ensaio MTT, e foi observado uma
citotoxicidade significativa de maneira dose-dependente (Dhanyakrishnan et al., 2018)
corroborando com os resultados de viabilidade encontrados nos dois EPs de C.
nucifera (EP-CNend e EP-CNmes) testados.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-acids
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/coumaric-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/coumaric-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-acids
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/coumaric-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/coumaric-acid
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O extrato metandlico de Pennisetum purpureum (EP-PPCE), apresentou
citotoxicidade contra células de leucemia (CCRF-CEM) e pode representar uma fonte
para o desenvolvimento de novos medicamentos anticancer (Kuete et al., 2016).

Shapira et al., (2016) observaram que compostos bioativos como terpinen-4-ol,
a-pineno e y-terpieno promovem propriedades anticancerigenas ao 6leo de eucalipto.
O terpinen-4-ol exibe atividade antitumoral em células de melanoma causando
seletivamente necrose e parada do ciclo celular. Também foi observada a inibigdo do
crescimento do cancer colorretal, pancreético, gastrico e de préstata por terpinen-4-ol
de maneira dose-dependente (0,005-0,1%). Nanoparticulas de prata (AgNPs) foram
sintetizadas usando extrato de folhas de Eucalyptus tereticornis (AgNPs) ndo apenas
exibiram efeitos inibitérios bacterianos comparaveis a ciproploxicina, como também
demonstraram potencial atividade anticancer contra linhagem celular MCF-7 em
estudos de viabilidade. (Kiran, M. S. et al., 2020).

Extratos de folhas de Eucalyptus brevifolia e Eucalyptus stricklandii foram os
ricos em compostos fendlicos totais e revelaram poténcia antiproliferativa contra as
linhagens celulares de cancer humano HCT-116, MCF-7 e OVCAR, com percentual
de inibicdo de até 96% (Hassine et al., 2022). Através do estudo de caracteristicas
guimicas e biologicas do extrato casca do Eucalyptus globulus utilizando softwares de
guimioinformatica descobriu-se que o0 extrato apresenta potente atividade citotoxica
contra as linhagens celulares de cancer de figado HEPG2 e HUH-7 (Nematallah et al.,
2022). Noutro estudo nanoparticulas de ouro foram produzidas a partir do extrato de
folhas de Eucalyptus tereticornis (Et-AuNPSs) e apresentaram efeito anticancerigeno
significativo nas linhagens celulares MCF-7 de maneira dependente da dose, com
valor IC50 de 52,0 ygml* (Kiran, M S et al., 2020). BHUYAN et al., 2018 avaliaram
Eucalyptus microcorys quanto a sua atividade antioxidante e citotoxicidade contra
linhagens celulares de cancer pancreético.

Os mecanismos moleculares associados a citotoxicidade foram caracterizados
estudando os efeitos da fragdo 1 mais potente (F1) na apoptose e nos perfis do ciclo
celular, bem como seus constituintes fitoquimicos por LC-ESI/MS/MS. F1 apresentou
atividade antioxidante significativamente maior em trés ensaios diferentes (p < 0,05).
Além disso, F1 exibiu atividade antiproliferativa significativamente maior (IC50 = 93,11
+ 3,43 pg/mL) contra células MIA PaCa-2 em comparacdo com as outras quatro
fracdes (p < 0,05). F1 induziu apoptose regulando as principais proteinas apoptoticas

- Bcl-2, Bak, Bax, PARP clivada, procaspase-3 e caspase-3 clivada em células MIA
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PaCa-2, sugerindo o envolvimento da via apoptotica mitocondrial intrinseca e células
na fase G2/M . Uma combinacdo de gencitabina e F1 exerceu um efeito maior na
apoptose e na parada do ciclo celular do que F1 ou gencitabina isoladamente (p
<0,05). LC-ESI/MS/MS revelou as identidades provisorias dos fitoquimicos presentes
em F1 e suas semelhancas com os compostos fenélicos previamente relatados em
Eucalyptus com atividade anticancer pancreatica.

O extrato aquoso de folhas de Eucalyptus camaldulensis foi usado para
sintetizar nanoparticulas de 6xido de cério (CNPs) que demostrou potencial para inibir
células cancerigenas de mama (MCF-7) (Tameh et al., 2024). Atividades antioxidante,
anti-inflamatéria e anticancerigena foram avaliadas em uma formulacdo de
nanoemulsdo (NE) de 6leo essencial de Eucalyptus cladocalyx (EQO) e aumentou a
eficiéncia e EROs exigindo concentracdes mais baixas. Os resultados mostraram que
as atividades antioxidantes e anticancer do NE foram aumentadas em comparacao ao
EROs livre. Além disso, NE e EO exibiram fortes efeitos anti-inflamatorios ao inibir a
producédo de 6xido nitrico (NO), interleucina 6 (IL-6) e fatores de necrose tumoral alfa
(TNF-a) (Dakhlaoui et al., 2024).

EPs sdo associados a varias atividades biologicas, dentre elas, a anticancer
(Kimura; Suto; Tatsuka, 2002; Moura et al.,, 2023). Sendo assim 0s compostos
fendlicos sdo candidatos a demonstrarem atividade contra o0 GBM. A quimioterapia,
no geral, podem ser tdo toxica ao ponto de existir a necessidade de reducao da dose,
atraso e até mesmo na interrup¢ao precoce do tratamento, o que causa sofrimento ao
paciente e pode reduzir o efeito terapéutico (Lewis et al., 2024). A toxicidade é um
problema significativo em pacientes que recebem quimioterapia sistémica em
determinados tipos de cancer com até 60% de toxicidade hematoldgica e 14% nao
hematoldgica (Lewis et al., 2024). Posto isso, € importante a realizacdo de testes
experimentais que fornecam informacgdes de como EPs candidatos interage com as
células normais do organismo, para assim serem identificados alguns dos possiveis
riscos de sua utilizacdo ou até mesmo se fazer uma triagem de quais extratos devem
ser submetidos a ensaios mais avancados na cadeia de desenvolvimento de
farmacos.

Diante disso, decidiu-se avaliar a toxicidade dos EPs sobre as células
mononucleares sanguineas, mondcitos e linfécitos, por meio do ensaio colorimétrico

do MTT. Estas células participam ativamente da resposta imune no processo
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inflamatorio associado a varias neoplasias, e com isso detém de grande importancia
no combate a progresséao do tumor (Hu et al., 2024).

Um elevado conteudo fendlico total e atividade antioxidante robusta foi
demostrada no extrato de bagaco de vinho, que foi avaliado em células
mononucleares do sangue periférico, mondcitos e linfocitos, e células cancerigenas
TPC-1, sendo expostas ao extrato na concentracdo de 10 mg/mL e exibiram
viabilidade aumentada, enquanto as células cancerigenas exibiram respostas
citotéxicas dependentes da concentragdo, indicando um efeito anticancer seletivo.
(Bohn et al., 2024).

Nos EPs avaliados neste estudo, apds 48 horas dos tratamentos, nenhum deles
foram citotéxicos para monécitos e linfécitos. Estes dados sdo extremamente
importantes pois a auséncia ou baixa toxicidade em ceélulas saudaveis na fase de
investigacdo pré-clinica é essencial para continuidade da pesquisa de um novo
farmaco.

Outro principio importante no desenvolvimento de medicamentos
anticancerigenos, € o da seletividade (IS). Candidatos a farmacos naturais tém sido
explorados como potenciais agentes anticancer devido a sua capacidade de atingir
seletivamente células cancerigenas, ao invés de células normais (Manzari-Tavakoli et
al., 2024) . OIS é empregado em estudos in vitro que avaliam atividades antitumorais
de determinadas substancias, e por meio dele sdo obtidas as seletividades dos
compostos entre culturas de células diferentes, relacionando as suas concentracdes
ativas. Sendo assim, um composto é declarado seletivo contra células cancerigenas
se IS for 22 (Aliabadi et al., 2024; Vilkova et al., 2022; Widiandani et al., 2023). O IS
dos EPs avaliados foram calculados por meio das razdes entre as CCso (mondcitos e
linfécitos) e Clso (GBMO02). Os EPs mais seletivos para GBM02 do que para monocitos
e linfécitos, foram EP-EUCL (>7,57), EP-CPCK (>5,71), EP-DABR (>5,586) e EP-
PPCE (>5,37). Esses resultados nos levaram a investigar a capacidade migratéria
nesses EPs.

A principal raz&o para o prognostico ruim de pacientes com GBM é a natureza
altamente invasiva do tumor. Vencer essa invasividade seria muito benéfico para os
pacientes, aumentando consideravelmente sua sobrevida. A invasividade do GBM
causa um prognostico péssimo devido as células de GBM que se infiltram no tecido
cerebral normal peritumoral, escapando da resseccdo do tumor e da

guimiorradioterapia subsequente, deixando as células tumorais para permitir a
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recorréncia precoce do tumor. Em particular, as células-tronco semelhantes ao glioma,
como células iniciadoras do glioma que, residem no nicho da borda do tumor, podem
migrar difusamente para o tecido cerebral normal ao redor da massa tumoral e adquirir
resisténcia muito maior a radioquimioterapia, promovendo uma transicao fenotipica
para um tipo mesenquimal (Ohnishi, 2024). A pequisa da migracado celular é de
interesse em canceres altamente invasivos, como GBMs, pois visa evitar a
disseminagéo e o recrescimento do tumor. Um objetivo atual dos ensaios se concentra
na avaliacdo das propriedades antimigratérias de novos inibidores ou reaproveitados,
incluindo medicamentos a base de plantas (Thompson; Prior; Brining-Richardson,
2024). Em vista disso foi avaliado o efeito dos EPs sobre a migracdo de GBMO02, por
meio do ensaio de Scratch. Para a realizacdo desse protocolo experimental foram
selecionados EP-EUCL, EP-CPCK, EP-DABR e EP-PPCE devido ao melhor
desempenho em inibir a viabilidade celular de GBMO02 e os IS mais satisfatérios nos
ensaios iniciais de triagem farmacoldgica. Pode-se observar que EP-EUCL e EP-
PPCE demonstraram atividade antimigratéria significativa sobre GBM02, apos 24
horas dos tratamentos. Os demais derivados, EP-CPCK e EP-DABR apresentaram
uma forte tendéncia de diminuicdo de migracao celular.

N&o foi possivel encontrar estudos relacionados ao efeito antimigratério com
EPs devido a escassez de ensaios realizados, no entanto ha dados na literatura que
avaliaram o potencial antimigratério do eucaliptol (UE), um monoterpendide ativo de
muitas plantas, encontrado como um constituinte principal no 6leo de eucalipto que
inibiu a migracéo em células de melanoma (A375), carcinoma de células escamosas
(A431) e células de melanoma de camundongo (B16F10) em comparagdo ao
controle. Além disso, foi realizado ensaio de Zimografia de Gelatina para detectar a
atividade de MMPs. O UE também diminuiu a atividade das MMPs em todas as células
avaliadas em comparacgéo ao controle. O efeito antimetastatico da UE em células de
cancer de pele também foi verificado pelo ensaio de migracao e invasao trans-well.

O estudo de migracao trans-well sugeriu que a UE reduziu a migracdo em 3 £
0,31-, 3,03+ 0,54- e 4,2 £ 0,61 vezes em comparagao com seus respectivos controles
em todas as linhas de células de cancer de pele. A invasdo também foi reduzida em
2,62 £0,19-, 2,18 £ 0,29- e 3,38 = 0,53 vezes (Rahaman et al., 2022). Noutro estudo
0 Oleo essencial de Eucalyptus citriodora foi avaliado contra a linhagem de células de

carcinoma hepatico (HepG2) e exibiu resultados promissores ao restringir o
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crescimento celular em 96% em ambas as concentragdes de 200 ug/ml and 100 pg/mi
apos 24 horas de tratamento em comparacdo ao controle (Javed et al., 2023).

Por fim, o dltimo protocolo experimental realizado foi a analise dos aspectos
morfolégicos de células tumorais, pois € de fundamental importancia conhecer as
principais alteracbes morfolégicas consequentes dos tratamentos realizados com
EPs, com o objetivo de se tracar uma provavel linha de investigagdo do mecanismo
de acdo da molécula sobre a célula neoplasica. Portanto, analisamos as mudancas
na morfologia de GBM02, apds 48 horas dos tratamentos com EP-EUCL, EP-CPCK,
EP-DABR e EP-PPCE. Estes, foram selecionados por terem apresentado o0s
resultados mais satisfatorios nos ensaios experimentais antecedentes e a
concentragédo utilizada foi a Clso correspondente.

Em todas os EPs testados (EP-EUCL, EP-CPCK, EP-DABR e EP-PPCE) houve
reducdo do numero de GBMO02, o que confirma a capacidade deles de induzirem morte
deste tumor. Os efeitos antimigratorios observados podem ser devido a alteracdo do
padrdo morfolégico de GBMO02, de células alongadas para arredondadas ou amorfas,
ja que a morfologia padrao alongada influencia no processo de migragao celular. No
geral os EPs foram capazes formar vacuolos, romper e desorganizar o citoesqueleto
celular, induzir a fragmentacdo e condensacdo nuclear, caracteristicas que séo
consistentes com morte celular apoptética (Budu et al., 2024).

Em suma, foi observado que, EP-CPCK, EP-DABR, EP-EUCL e EP-PPCE
inibiram de forma eficaz a viabilidade de GBMO02 e foram mais seletivos para a célula
tumoral do que para mondcitos e linfécitos. Dentre eles, somente EP-EUCL e EP-
PPCE apresentaram atividade antimigratdria significativa sobre GBM02. Em conjunto,
podemos inferir que EP-EUCL e EP-PPCE sdo EPs candidatos potenciais a
quimioterapia antitumoral de GBM, atualmente o cancer com tratamento incapaz de

proporcionar cura, longevidade e qualidade de vida digna aos pacientes.
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5 CONCLUSAO

A cromatografia gasosa possibilitou a identificagdo dos compostos presentes
nos EPs confeccionados a partir das diferentes plantas, onde realizamos uma semi-
quantificacdo por meio da area relativa. Os compostos majoritariamente identificados
pertencem ao grupo dos fendis, com areas relativas superiores a até 44% e
oxigenados como alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres também foram
identificados. A semelhanca cromatografica entre as biomassas estudadas foi
particularmente nos grupos funcionais.

Entre todos os extratos EP-EUCL e EP-PPCE foram os que apresentaram
maior atividade antitumoral. Sendo assim, estes EPs sdo promissores para avancar
para as etapas de estudo antitumorais. Desse modo, foi possivel inferir que os EPs
de biomassas naturais sdo uma possivel alternativa ao tratamento antitumoral in vitro
devido a atividade frente as células de GBMO02 e esta atividade pode estar associada
ao percentual dos compostos fendlicos e ao efeito sinérgico dos demais compostos
presentes nos EPs. Embora estudos in vivo também sejam necessarios para confirmar
a biodisponibilidade e a dosagem terapéutica.

Como a variedade das plantas analisadas é amplamente cultivada no Brasil, os
resultados obtidos no presente estudo sugerem que essas plantas podem ser uma
fonte acessivel de novos medicamentos antineoplasicos que justificam investigacéo

aprofundada.
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