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RESUMO

A copaiba é uma das arvores nativas mais utilizadas na regido Amazonica devido o
seu grande potencial farmacolégico. O Oleorresina produzido pela copaiba €
amplamente utilizado para fins medicinais possuindo varias atividades biologicas
comprovadas, dentre elas a antitumoral. O cancer € a segunda doenca que mais
causa mortes no Brasil, e a investigacdo do potencial antitumoral do 6leo de copaiba
€ uma alternativa para a formulacdo de novos farmacos que combatam esta doenca.
Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a composicdo quimica e a
atividade antitumoral in vitro do 6leorresina de Copaifera reticulata Ducke. A coleta
do Oleo foi realizada na Floresta Nacional do Tapajés, Belterra-PA. O o6leo foi
fracionado através de destilacdo simples para obtencdo das fracbes volatil e
resinosa. Para avaliagdo da atividade antitumoral in vitro foram utilizadas oito
concentracfes do 6leorresina total e de suas fracfes nas linhagens tumorais MCF7
(cancer de mama), HOS (osteosarcoma), PC3 (adenocarcinoma de préstata) e
H1299 (carcinoma pulmonar), e nas linhagens leucémicas: Nalm 6 (leucemia B) e
Jurkat (leucemia T), através do ensaio do MTT - Método do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5 difenil-2-H-brometo de tetrazolium. A determinacéao da IC50 (concentracéo
inibitéria capaz de provocar 50% do efeito maximo) foi realizado através de
regressao nao linear pelo software Origin 8.0 e os graficos gerados pelo Software
GraphPad Prism 2007. A composi¢cdo quimica do 6leorresina foi analisada por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e a
identificacdo dos compostos por comparacdo de seus espectros de massas (EM) e
do indice de retencéo (IR) com os dados disponiveis na biblioteca NIST vers&do 2.0 e
ADAMS, 2007. Na analise da composicdo quimica do oleorresina de C. reticulata
foram identificados vinte e seis sesquiterpenos e seis diterpenos, corroborando com
os trabalhos disponiveis na literatura sobre a composicdo quimica do 6leo de
espécies do género Copaifera, onde o maior percentual de substancias sao
pertencentes a classe sesquiterpénica. O Oleorresina bruto e suas fracdes volatil e
resinosa apresentaram citotoxicidade as linhagens cancerigenas testadas,
comprovando assim, o potencial anticancerigeno do 6leo de C. reticulata Ducke.
Dentre as amostras estudadas, a fracdo resinosa (FR) obteve destaque pois
apresentou a menor IC50, onde em menores concentragdes de FR, inibiu 50% da
viabilidade das células neoplasicas testadas. Na quantificacdo da apoptose da
linhagem mais sensivel aos tratamentos (H1299-carcinoma pulmonar), a fracdo
resinosa demonstrou maior percentual de inducdo a morte celular.

Palavras-chave: Oleorresina de copaiba; Cancer; Atividade antitumoral.



ABSTRACT

Copaiba is one of the most used native trees in the Amazon region due to its great
pharmacological potential. The oleoresin produced by copaiba is widely used for
medicinal purposes having a number of proven biological activities, including
antitumor. Cancer is the second most deadly disease in Brazil, and the investigation
of the antitumor potential of copaiba oil is an alternative for the formulation of new
drugs to combat this disease. Thus, the objective of the present work was to evaluate
the chemical composition and in vitro antitumor activity of Copaifera reticulata Ducke
oleoresin. The oil was collected in the Tapajos National Forest, Belterra-PA. The oll
was fractionated by simple distillation to obtain the volatile and resinous fractions.
Eight concentrations of total oleoresin and its fractions in the MCF7 (breast cancer),
HOS (osteosarcoma), PC3 (prostate adenocarcinoma) and H1299 (lung carcinoma)
and in the leukemic lineages were used to evaluate anti-tumor activity in vitro.: Nalm
6 (leukemia B) and Jurkat (T-leukemia), by the MTT-Method 3- (4,5-dimethyl-2-
thiazole) -2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide salt. The determination of IC 50
(inhibitory concentration capable of causing 50% of the maximum effect) was
performed through non-linear regression by the Origin 8.0 software and the graphs
generated by the GraphPad Prism 2007 Software. The chemical composition of the
oleoresin was analyzed by Gas Chromatography coupled to Spectrometry and the
identification of compounds by comparison of their mass spectra (MS) and the
retention index (IR) with the data available in the NIST library version 2.0, ADAMS,
2007 and in the literature. In the analysis of the chemical composition of the C.
reticulata oleoresin, twenty six sesquiterpenes and six diterpenes were identified,
corroborating with the works available in the literature on the chemical composition of
the oil of species of the Copaifera genus, where the highest percentage of
substances belong to the class sesquiterpene. The crude oleoresin and its volatile
and resinous fractions presented cytotoxicity to the tested carcinogenic strains, thus
proving the anticancer potential of C. reticulata Ducke oil. Among the samples
studied, the resinous fraction (FR) was highlighted because it presented the lowest
IC50, where in the lower concentrations of RF, it inhibited 50% of the viability of the
neoplastic cells tested. In the quantification of apoptosis of the lineage most sensitive
to treatments (H1299-lung carcinoma), the resinous fraction showed a higher
percentage of induction to cell death.

Key words: Copaiba oleoresin; Cancer; Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

A copaiba é uma espécie nativa da Amazbnia cujo Oleo tem grande
importancia comercial principalmente devido suas propriedades terapéuticas muito
conhecidas e utilizadas na medicina popular. E uma espécie com grande potencial
farmacoldgico e promissora na descoberta de novas atividades medicinais e
producdo de farmacos. O Oleorresina de copaiba possui diversas atividades
biolégicas comprovadas, como por exemplo, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antisséptico, cicatrizante e antitumoral (PIERI et al., 2009).

Apesar de ser conhecida a eficacia desse produto, é importante a realizacéo
de estudos cientificos voltados para a caracterizagdo quimica do Oleorresina e
avaliacao de sua atividade antitumoral.

De acordo com dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva (INCA, 2017) o cancer é a segunda causa de Obito na populacdo nas
Ultimas décadas, e de acordo com o cenario global de modernizacdo e mudancas de
hébitos, o nimero de incidéncias de novos casos sO tende a aumentar. Isto porque
além do cancer ser uma doenca ocasionada por mutacdes genéticas espontaneas
também estd associada a exposicdo a agentes externos (fisicos, quimicos e
bioldgicos).

Tendo em vista esses dados alarmantes, existe a necessidade de se
encontrar novas substancias eficazes no tratamento e combate aos diversos tipos de
cancer. Substancias com o minimo possivel de efeitos colaterais e tdoxicos ao
organismo. Nesse contexto, o Oleorresina de copaiba que é um produto de origem
natural com grande potencial biotecnoldgico, se torna uma alternativa promissora na
descoberta de compostos que tenham potencial antitumoral.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a
composi¢do quimica e a atividade antitumoral in vitro do Oleorresina de Copaifera

reticulata  Ducke  proveniente da  Floresta Nacional do  Tapajés.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composi¢do quimica e a atividade antitumoral in vitro do Oleorresina

de Copaifera reticulata Ducke.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter as fracdes volatil e resinosa através do fracionamento do 6leorresina
coletado.

e Realizar a caracterizacdo quimica do 6leorresina.

e Avaliar a atividade antitumoral in vitro do 6leorresina de C. reticulata e de
suas fracdes volatil e resinosa.

e Avaliar o efeito apoptotico do dleorresina e de suas fracoes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CANCER

7

O cancer € uma doenca genética que resulta de alteragcbes em genes
relacionados a proliferacé@o, diferenciagcdo e morte celular. O desenvolvimento do
cancer (carcinogénese) pode iniciar-se de forma espontanea ou ser causada pela
acdo de agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos ou biolégicos) (INCA, 2008;
MOURA, 2012).

As células cancerosas sao aquelas que se reproduzem desobedecendo aos
limites normais de divisdo celular, invadindo e colonizando regides normalmente
destinadas a outras células. Desta forma, uma célula que cresce (aumento de
massa) e se prolifera de forma descontrolada, originarA um tumor ou neoplasia
(proliferacdo anormal dos tecidos). O tumor é considerado benigno quando as
células neoplasicas nao sao invasivas, caso as células desenvolvam a capacidade
de invadir tecidos adjacentes o tumor passa a ser maligno, apenas nesse caso, 0
tumor considerado um céancer (ALBERTS et al., 2010).

12



As neoplasias ou tumores benignos s&@o caracterizados por possuir um
crescimento organizado, geralmente lento, expansivo e com limites bem definidos,
as células sdo bem diferenciadas, com estrutura semelhante a do tecido que a
originou, e ndo ocorre metastase (disseminacdo para outras partes do corpo). Ja as
neoplasias ou tumores malignos provocam metastases, podem ser resistentes ao
tratamento e até levar a obito a pessoa acometida. Esse tipo de tumor € formado por
células que sao diferentes das do tecido normal (anaplasicas), possuem crescimento
rapido (mitoses numerosas e anormais), a massa celular € pouco delimitada, e se
infiltra em tecidos adjacentes (Fig. 1) (INCA, 2017).

Figura 1 - Diferenga entre os tipos de tumores.

Tumor benigno Tumor maligno

Fonte - Mariana F. Teles (INCA, 2017).

A classificacdo dos céanceres esta relacionada com os tecidos e os tipos
celulares dos quais eles derivam. Os céanceres originados de células epiteliais séo
chamados de carcinomas. Os tumores provenientes do tecido conectivo ou de
células musculares séo classificados como sarcomas. Os canceres advindos de
células da linhagem branca ou de suas precursoras (células hamatopoiéticas) séao
classificados como leucemias e linfomas (ALBERTS et al., 2010).

Na nomenclatura dos tumores benignos, acrescenta-se 0 sufixo — oma
(tumor) ao termo que designa o tecido que 0s originou, como por exemplo: tumor
benigno do tecido cartilaginoso (condroma), tumor benigno do tecido glandular
(adenoma) (INCA, 2017).

Atualmente, os métodos terapéuticos convencionais utilizados na medicina
para tratamento do cancer sdo a cirurgia, a radioterapia, a terapia citostatica e

hormonal. A terapia citostatica € um tratamento que impede a reproducdo celular
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(quimioterapia), e a terapia hormonal é utilizada contra as células que possuem
dependéncia de hormdénio (WALTER, 2012).

2.2 O CANCER NO BRASIL

A incidéncia de cancer no Brasil e em todo o mundo vem apresentando um
crescimento numa velocidade que acompanha o envelhecimento populacional
ocasionado pelo aumento da expectativa de vida. Outros fatores que influenciam
nesse crescimento, sdo as grandes transformacdes globais ocorridas nas ultimas
décadas que afetam a salde da populacdo devido a urbanizacdo acelerada, os
novos habitos de vida e os padrdes de consumo (INCA, 2008).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
no Brasil para os anos de 2016/2017 estimou-se a ocorréncia de 596.070 novos
casos de cancer para cada um desses anos. Ainda de acordo com dados do INCA
0s tipos de cancer com maior incidéncia no Brasil, estimados para 2016/2017
(exceto pele ndo melanoma), para homens foram os de: prostata, traqueia, brénquio,
pulm&o, coélon e reto, e para mulheres sdo o de: mama, célon, reto, colo do Gtero
(INCA, 2017).

Em relacdo ao indice de novos casos de cancer por regido do Brasil para
estes dois anos, estima-se 0s seguintes resultados: Sudeste: 291.090 (48,8%) de
novos casos, Sul: 131.880 (22,1%), Nordeste: 107.180 (18%), Centro-oeste: 44.430
(7,5%) e Norte: 21.490 (3,6%).

Dados mais atuais indicam que para os anos de 2018/2019, estima-se a
ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer para cada ano. Com excecdo do
cancer de pele ndo melanoma (cerca de 170 mil casos novos), tém-se previstos 420
mil novos casos de cancer (INCA 2018).

Em relagéo aos dados sobre a incidéncia de cancer para homens e mulheres
nesses dois anos (2018/2019), estima-se que os canceres de prostata e de mama
serdo os mais frequentes, com 68 mil casos de canceres de préstata em homens e
60 mil de mama em mulheres. Segundo dados do INCA, exceto o cancer de pele
nao melanoma, os tipos de céncer com maior incidéncia em homens serdo o de

préstata (31,7%), pulméo (8,7%), intestino (8,1%), estdmago (6,3%) e cavidade oral
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(5,2%). Em mulheres, os canceres destacados sdo o de mama (29,5%), intestino
(9,4%), colo do utero (8,1%), pulmao (6,2%) e tireoide (4,0%) (Fig. 2) (INCA 2018).

Figura 2 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por
sexo, exceto pele ndo melanoma (Brasil).

Localizagao Primaria Casos ‘ Localizagao Primaria Casos
Prostata 68220 317%  Homens Mulheres ~ Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9.4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao ~ 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 95,2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%
Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 1.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2.8% Sistema Nervoso Central 5510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2.1% Leucemias 4.860 2.4%
*Nimeros arredondados para miiltiplos de 10.

Fonte - (INCA, 2018).

Sobre a distribuicdo geografica de casos de cancer em 2018/2019, as regifes
Sul e Sudeste concentram o maior nUmero de novos casos, cerca de 70%, com
destaque para a Regido Sudeste, onde estima-se quase a metade dessa incidéncia.
Nas Regifes Sul e Sudeste, as estimativas demonstram maior incidéncia de
canceres de prostata, de mama feminina, canceres de pulméo e de intestino. Os
indices de céancer previstos para a Regido Centro-Oeste sdo semelhantes aos das
Regifes Sul e Sudeste, incorporando outros tipos como o cancer de colo do Utero e
de estbmago. Nas Regides Norte e Nordeste, também estima-se a incidéncia de
casos de canceres de prostata e mama feminina, além de canceres do colo do Utero
e estdbmago, sendo que, a Regido Norte é a Unica onde as taxas dos canceres de
mama e do colo do Utero sédo equivalentes entre as mulheres.

A partir das estimativas é possivel aos servicos de saude, desenvolver
medidas preventivas de controle dessa doenca, que segundo a OMS (Organizacéo
Mundial da Saude) ja é considerada um problema de saude publica (INCA, 2016,

2017).
2.3 PRODUTOS NATURAIS COM POTENCIAL FARMACOLOGICO

Desde os primérdios da histéria da humanidade, as plantas séo utilizadas

com fins terapéuticos para obtencdo da cura e do tratamento de enfermidades. Na
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busca por alimentos para sua sobrevivéncia, a humanidade fez descobertas sobre
as propriedades toxicas ou curativas de diversas plantas. Desde entdo, o
conhecimento etnofarmacologico obtido ao longo dos séculos, vem contribuindo
para o desenvolvimento de farmacos com propriedades terapéuticas importantes,
como por exemplo acido salicilico, a atropina, a pilocarpina, o quinino, a
artemisinina, o taxol, a digoxina e a morfina (ALVES, 2001; PAVANELLI & GARCIA,
2013).

A maioria das substancias organicas conhecidas sao produzidas na natureza.
As plantas sdo os organismos que mais se destacam na producdo de metabdlitos
secundarios, e muitas dessas substancias sintetizadas possuem grande importancia
devido as suas aplicacdes na formulacdo de medicamentos, cosméticos, alimentos e
agroquimicos (PHILLIPSON & ANDERSON, 1969; PINTO et al., 2002).

Uma das principais fungbes do metabolismo secundario nas plantas é a
biossintese de estruturas complexas como alcal6ides, terpendides e derivados de
fenilpropandides. Essas estruturas funcionam como mecanismo de defesa contra
predadores como insetos e animais herbivoros, e contra infeccbes por
microrganismos patogénicos (ALVES, 2001).

As plantas interagem com o ambiente ao seu redor, respondendo
quimicamente a estimulos fisicos, quimicos ou biolégicos. Diversos fatores, como
por exemplo, a fertilidade e tipo do solo, umidade, radiacdo solar, vento,
temperatura, poluicdes atmosféricas, dentre outros, podem influenciar e até mesmo
alterar a composicdo quimica dos metabdlitos secundarios. A producdo desses
metabdlitos por vegetais em resposta aos estimulos ambientais, despertam bastante
interesse principalmente pelo fato de grande parte dessas substancias apresentarem
atividades farmacologicas (ALVES, 2001; BARREIRO, 2001).

Muitas plantas da flora brasileira tém sido utilizadas para a cura de uma série
de doencas que afetam a populacdo. Apesar do conhecimento sobre a eficacia
dessas plantas, ainda ndo s&o totalmente esclarecidos 0s principios ativos,
mecanismos de acdo e caracteristicas de citotoxicidade desses produtos
(PEDREIRA, 2007).

Os produtos naturais sdo muito importantes como alternativa para a
formulagédo de novos medicamentos. Nos paises industrializados cerca de 45% dos

farmacos sdo provenientes destas fontes. A utilizacdo de plantas medicinais vem se
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tornando mais frequente recebendo incentivo da propria Organizacdo Mundial da
Saude, que incentivou os paises membros que desenvolvessem pesquisas com o
propésito do uso da flora com fins terapéuticos. O fator crucial que contribui no
crescimento dessa pratica terapéutica esta relacionado ao desenvolvimento de
estudos quimicos e farmacolégicos que comprovem a efichcia das plantas
medicinais. Desta forma, as pesquisas sobre o potencial terapéutico das plantas e
sua composicao quimica tem sido alvo de diversos estudos através dos quais ja
foram comprovadas acdes farmacoldgicas por meio de testes pré-clinicos e clinicos
(CASTRO et al., 2004).

No Brasil, ¢ comum a utilizacdo de plantas medicinais, préatica que vem sendo
difundida de geracdo em geracdo, realizada por meio do extrativismo. A pratica de
utilizacao de plantas medicinais € cultural no pais, possuindo origem na cultura de
diversos grupos indigenas que habitavam o pais, e nas tradicbes de uso dos
europeus e africanos. Um exemplo de planta medicinal muito utilizada no Brasil é a
Copaifera L. que produz um 6leo conhecido popularmente como 6leo de copaiba, e
pode ser encontrado em feiras livres, mercados populares e farmacias de produtos
naturais de todo o pais (MACIEL et al., 2002).

2.4 A ARVORE COPAIBA

Figuras 3 e 4 - Arvores de copaiba.

Fonte - C4ssio Figueira.

As copaibeiras pertencem a familia Leguminosae (subfamilia Detarioideae),

nativas da regido tropical da América Latina e também da Africa Ocidental. S&o
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encontradas na América Latina espécies na regido que se estende desde o México
ao norte da Argentina. O género Copaifera apresenta aproximadamente 72
espécies catalogadas, e no Brasil ocorrem cerca de 16 espécies que estdo
distribuidas na Floresta Amazonica, Mata Atlantica e Cerrado, encontradas em
ambientes de terra firme, varzea, solo arenoso, solo argiloso (AZANI et al., 2017;
VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002; PINTO et al., 2010).

O Amazonas e o Para apresentam o maior niumero de registro de espécies de
copaiba, porém, podemos encontrar espécies deste género desde a floresta
amazonica até o sul do Brasil. Varias espécies ocorrem especificamente em uma
Unica regido ao longo desta extensdo (BARBOSA & SCUDELLER, 2009).

Foram identificadas na Amazoénia brasileira cerca de nove espécies, sendo
gue algumas delas possuem varias morfoespécies, arvores com 0 mesmo nome
cientifico, mas que apresentam caracteristicas fisicas diferentes recebendo,
portanto, distintos nomes populares (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002; PINTO et al.,
2010).

O tronco da arvore de copaiba € aspero, de coloracdo escura, 0s canais
secretores de 6leo estao presentes na regido cortical dos caules, dispostos de forma
que se prolongam até o lenho, sdo abundantes e formam bolsas (SILVA et al.,
2008).

Figura 5 - (a) Perfuracdo; (b) Corte transversal do tronco, canais secretores longitudinais; (c) Canais
secretores longitudinais.
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Fonte - (ALENCAR, 1982).
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Quando os troncos das arvores do género Copaifera sado perfurados ou
cortados, é liberado um liquido, uma mistura de 6leo e resina, que juntos compdem
o0 Oleo in natura (o 6leorresina), mas € possivel a separacao desses compostos para
usos especificos (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002; PINTO et al., 2010).

Essas arvores sdo de crescimento lento, podendo viver até 400 anos. Em
relagdo a altura podem medir aproximadamente de 25 a 40 metros, possuem casca
aromatica, folhagem densa, folhas alternadas, pecioladas e penuladas, flores
pequenas arranjadas em paniculos axilares, frutos secos, do tipo vagem
monospérmica e deiscente, sementes pretas e ovoides com um arilo amarelo rico
em lipideos, a floracdo ocorre na estacé@o chuvosa, e a frutificacdo no inicio da seca.
A polinizacdo é realizada por diversos polinizadores e a dispersdo dos frutos e
sementes é realizada por passaros e outros animais (SILVA et al., 2008; ALENCAR,
1988; RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004).

Figuras 6 e 7 - Flores, folhas e frutos de Copaifera langsdorffii.

2

Fonte - www.arvores.brasil.nom.br/new/copaiba/index.htm.

2.5 A IMPORTANCIA DA COPAIBA

As arvores de copaiba possuem grande importancia pela producdo do
Oleorresina que é fonte de muitos compostos bioativos e amplamente utilizados
principalmente pelas populacées do norte e nordeste do Brasil, e também pelas

industrias farmacéuticas, devido suas propriedades terapéuticas. O 6leo € um
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produto de excrecdo e desintoxicacdo do organismo vegetal, e serve como
mecanismo de defesa da planta contra animais, fungos e bactérias (RIGAMONTE-
AZEVEDO et al., 2006; ROMERO, 2007).

O Odleorresina possui uma grande diversidade de aplicacbes como: diurético,
xaropes, laxativo, antitetanico, antiblenorragico, antirreumatico, antisséptico, anti-
inflamatdrio, antitussigeno, antimicrobiano, cicatrizante, antitumoral, antisséptico do
aparelho urinario. Na area cosmética é utilizado na producéo de cremes, sabonetes,
xampus, detergentes, loc¢des, dentre outros (MAIA et al., 2001; RIGAMONTE-
AZEVEDO et al., 2006; PIERI et al., 2009).

A Tabela 1 mostra algumas atividades biologicas atribuidas ao Oleorresina de

espécies do género Copaifera de acordo com diversos estudos.

Tabela 1 - Atividades biolégicas do 6leorresina de Copaifera spp.

Propriedade Farmacoldgica Referéncia

Anti-inflamatoria Rio (2001); Veiga-Jr et al., (2002); Muniz (2009);
Masson (2011); Lima (2015)

Antitumoral Ohsaki et al., (1994); Pedreira (2007); Lima et
al., (2003); Gomes et al., (2008); Chicaro (2009);
Raniere (2015); Alencar (2016); Domingues

(2017)
Antimicrobiana Mendonca & Onofre (2009); Deus et al., (2011)
Anti-leshmaniose Santos et al., (2008)
Antiviral Queiroga et al., (2013); Masson (2011)
Cicatrizante Estevao (2008)
Proliferativa Nogueira et al., (2012); Giesbrecht (2011)
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2.6 CARACTERISTICAS E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE COPAIBA

Podemos classificar o Oleorresina quanto a sua coloracdo, turbidez e
viscosidade. A coloracdo varia desde o amarelo-palido até o castanho-escuro-
avermelhado, do transparente ao opaco, com odor forte de cumarina e de sabor
azedo a um pouco amargo, muito desagradavel e persistente (Figura 8). O
Oleorresina € insolavel em agua e se dissolve parcialmente em alcool, e quando
exposto ao ar ele escurece sua coloracdo e aumenta de viscosidade e densidade
(RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004).

Figura 8: Coloragédo do dleorresina de trés espécies do género Copaifera da Floresta
Nacional do Tapajés. (A) C. paupera, (B) C. reticulata e (C) C. dukei.

Fonte: LIMA (2015).

by

Em relacdo a composicdo quimica trata-se de uma solugdo de &cidos
diterpénicos (vinte carbonos - C20), em um Oleo essencial constituido por
sesquiterpenos (quinze carbonos - C15) que sao divididos em oxigenados e
hidrocarbonetos (PIERI et al., 2009).

Os sesquiterpenos e os diterpenos sdo substancias terpénicas provenientes,
em sua maioria, do metabolismo secundéario das plantas, e formadas por unidades
de carbono C5 chamadas de isopreno. Esses compostos podem ser sintetizados em
plantas superiores através de duas rotas metabolicas: a Via do Mevalonato (MEV),
gue ocorre no citoplasma, e a Via do Metileritritol fosfato (MEP) nos plastideos,
sendo que na maioria das plantas a rota utilizada € a do MEP. Ambas as rotas
produzem as unidades de isopreno. A condensacédo dessas unidades C5 forma os
precursores das substancias terpénicas, no caso dos compostos do 6leo de copaiba
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0S sesquiterpenos e diterpenos, os precursores sao o farnesil difosfato (C15) e o
geranilgeranil difosfato (C20), respectivamente.

Estes precursores sao transformados em terpenos através da acao de
enzimas chamadas Terpeno sintases. Sao essas enzimas que realizam a
transformacdo quimica dessas substéncias originando uma grande variedade de
substancias terpénicas com diversas fun¢des bioldgicas (DEWICK, 2009; MOREIRA,
2010; NASCIMENTO, 2016).

Figura 9 - Rota metabdlica dos terpenos.

Mevalonic acid Methylerythrol
\ / phosphate
)-\M‘/\OPP - )\/\EJPP Hemiterpenes (Cs)
dimethylallyl PP isopentenyl PP
(DMAPP) (Cs) \]/ (IPP) (Cs)
Cua .‘-.-h:npicrpuns:s (Crol
Indoids
PP ,\[
Cis Sesquiterpenes (C)s)
PP -\{
e 'I
Cay - Diterpenes (Cag)
I []]_Tl -
2
Cas Sesterterpenes (Cas)
1
Cap Triterpenoids (Cag)
Steroids (Cg—Cag)
v
Can Tetraterpenes (Cap)
Carotenoids

Fonte - (DEWICK, 2009).
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Figura 10 - Sesquiterpenos e diterpenos comuns ao 6leorresina de copaiba.

a-Copasno B-Cariofileno a-Humuleno

Bergamoteno S-Cadineno

Acido copalico

Fonte - (SOUSA, 2011)

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DA COLETA

O Projeto de Pesquisa da presente dissertacdo foi submetido junto ao
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade — SISBIO, obtendo-se
autorizacdo para o seu desenvolvimento na area de coleta, sob o nUmero 45915-3.

A coleta do Gleorresina da espécie Copaifera reticulata Ducke foi realizada na
Floresta Nacional do Tapajés no Km 117, no municipio de Belterra, estado do Para
(latitude S 03° 20’ 43.5”, longitude W 055° 01’ 09.1”), no més de maio de 2016
(periodo chuvoso), na UPA 10 - UT13, arvore n° 584. A identificacdo botanica da
espécie em estudo foi realizada na Embrapa Amazonia Oriental e sua exsicata esta
depositada no herbario desta instituicho com o numero de identificacdo NID:
58/2016.
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Figura 11 - Local da coleta do 6leorresina — Floresta Nacional do Tapajés Km 117.
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Fonte - ICMBIo- http://www.icmbio.gov.br/flonatapajos/mapas-e-limites.html.

3.2 COLETA DO OLEORRESINA DE COPAIBA

A coleta do 6leo foi realizada através da técnica descrita por OLIVEIRA et al.,
(2006) onde foram perfurados dois orificios no tronco da arvore na altura de 1m e
1,50m, respectivamente, utilizando um trado tradicional de 2 cm de diametro e 45 cm
de comprimento. Em seguida em cada um dos orificios foi inserido um cano do tipo
PVC com % de didametro e 10 cm de comprimento para facilitar o escoamento e
coleta do 6leo. ApGs a coleta, os orificios foram vedados com tampas de plastico
para evitar a contaminacao por microrganismo e pequenos animais, possibilitando
outras coletas por meio das mesmas perfuracdes (OLIVEIRA et al., 2006).

A amostra de Oleorresina foi armazenada em frasco ambar, protegido da
acdo da luz e do oxigénio, sendo devidamente lacrado e identificado, e em seguida
transportada para o Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal
do Oeste do Paréa onde foi acondicionada no banco de 6leos do mesmo.
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Figura 12 - Coleta do 6leo — Floresta Nacional do Tapaj6s, Km 117.

3.3 FRACIONAMENTO DO OLEORRESINA

As fracbes volatil (FV) e resinosa (FR) do oleorresina foram obtidas atraves
do método de destilacdo simples, segundo DEUS et al., (2011), realizado no
Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos
(P&DBIo).

Foram adicionados 100ml do 6leorresina de C. reticulata em baldo de fundo
redondo, e adicionado 1,8L de &gua ultrapura. O tempo de destilagdo utilizado foi de

18 horas e 8min em temperatura de ebulicdo da agua.

Figura 13 - Processo de fracionamento do éleorresina por destilagao simples.

Fonte - Autora.
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3.4 SEPARACAO DAS FRACOES VOLATIL E RESINOSA

Apos o término do tempo de destilacdo foi realizada a separacdo da fracao
volatil do hidrolato utilizando um funil de separacédo. A fracdo volatil mais o hidrolato
obtido foram inseridos no funil de separacdo para separacao das fases. Com o
auxilio de um erlenmeyer realizou-se a coleta do hidrolato e a fragéo volatil (FV) foi
coletada em uma proveta. A fracado volatil obtida foi transferida para frascos ambar,

devidamente vedados, identificados e armazenados em refrigerador (Fig. 14 a 19).

Figuras 14 a 19: Etapas da separacéo da fracdo volatil (FV).

FV

Fonte: Autora.

Para a extragao da FV retida no hidrolato coletado do funil, foram adicionados
20ml de Diclorometano em cada 100ml de hidrolato. A solucdo foi submetida a
rotaevaporacéo e a FV extraida coletada e armazenada em frasco ambar.

A fracéo resinosa aderida no baldo de fundo redondo, foi removida através do
aguecimento do baldo para o desprendimento da resina, e em seguida, transferida
para um frasco ambar, vedado, identificado e armazenado em refrigerador.
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Figuras 20 e 21: Armazenamento da frag8o resinosa

Fonte: Autora

3.5 ANALISE QUIMICA DO OLEORRESINA

A composi¢do quimica do Oleorresina de C. reticulata foi analisada por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), na Divisédo
de Quimica Organica e Farmacéutica do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

A analise foi realizada em cromatografo a gas Agilent, modelo HP-6890
acoplado a detector seletivo de massas Agilent, modelo HP-5975, coluna capilar
HP5-MS (30mt x 0,25mm x 0,25um), nas seguintes condi¢cdes cromatograficas:
temperatura do injetor: 220°C, coluna: 60°C, 3°C/min, 240°C e detector: 250°C,
vazao do gas de arraste (He): 1,0 ml/min, razdo de split: 1:40, detector de massas
operando a 70 eV, temperatura da fonte de ions: 230°C, e temperatura do
quadrupolo: 150°C.

A amostra de 6leorresina foi diluida em acetato de etila na concentracdo de
20 mg/ml, e um volume de 1pL de cada amostra foi injetado no CG-EM para anélise.

Os compostos quimicos foram identificados através da comparacdo de seus
espectros de massas (EM) e do indice de retencéo (IR) com os dados disponiveis na
biblioteca NIST versdo 2.0, no livro de ADAMS, 2007 e demais literaturas

disponiveis.
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3.6 ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO

3.6.1 CULTIVO E MANUTENCAO DAS CELULAS

As analises foram realizadas no Laboratorio de Imunologia Celular Il do Centro
Integrado de Pesquisas Oncohematoldgicas na Infancia (CIPOI) - Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

As linhagens de células tumorais testadas para a atividade antitumoral do
oleorresina de C. reticulata foram: MCF7 (cancer de mama), HOS (osteosarcoma),
PC3 (adenocarcinoma de prostata) e H1299 (carcinoma pulmonar), e as linhagens
leucémicas: Nalm 6 (leucemia B) e Jurkat (leucemia T). As linhagens de células séo
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC) e fazem parte do banco de
células do Centro Integrado de Pesquisas Oncohematologicas na Infancia
(CIPOI/UNICAMP).

As ampolas com linhagens de células leucémicas e tumorais foram removidas
dos criocontainers (container de nitrogénio liquido) e descongeladas em banho-
maria a 36°C. Em seguida, foram adicionados 5ml do meio de lavagem (que contém
1% de SFB) em tubos falcon de 15ml, transferiu-se cada linhagem de células para
0s tubos, os mesmos foram centrifugados por 10min a 1700 RPM e o sobrenadante
foi descartado.

Para o cultivo das células, foram utilizados frascos para cultivo celular de 75cm?
e 175cm? contendo 15ml e 30ml de meio RPMI 1640, respectivamente. Ap6s o
cultivo, os frascos foram homogeneizados cuidadosamente e incubados em estufa a
37°C, saturacdo de CO2 de 5%, por um periodo de 48hs, com a renova¢ao do meio
a cada 24h. No caso das células leucémicas (ndo adereantes), antes da renovacao
do meio RPMI, os frascos de cultivo passaram por centrifugacdo e descarte do
sobrenadante.

Finalizado o periodo de 48h, os frascos foram removidos da estufa e observou-se
a confluéncia/desenvolvimento das células em microscépio de inversao (Ml).

Posteriormente, foi realizada a remo¢éo do meio de cultivo dos frascos das
células tumorais e a adicdo de 5ml de soro fisioldgico para lavagem. Apds o
descarte do soro adicionou-se 4ml de tripsina nos frascos de cultivo de 75cm?, e 8ml
nos frascos de 175cm?. Os mesmos foram homogeneizados e incubados em estufa

a 37°C, saturacao de CO2 de 5% por cerca de 10min. A tripsina tem a fungéo de
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desprender as células aderidas no frasco de cultivo, fato observado com o auxilio do
microscopio de inversdo (Ml). Pelo fato das células leucémicas ndo serem células
aderentes, ndo foi necessario realizar o procedimento descrito acima, realizou-se
apenas a mensuracao do volume do conteudo contido nos frascos de cultura das
mesmas.

Para a remocéo da tripsina, foram inseridos 5ml de meio de lavagem nos frascos
de cultivo das células tumorais, e o conteudo das mesmas transferido para tubos
falcon de 50ml e centrifugados por 10min a 1700 RPM. Ap6s a remocédo do
sobrenadante, foram inseridos 5ml de meio RPMI nos tubos com as células

precipitadas, seguido de homogeneizagéo.

3.6.2 QUANTIFICACAO DO NUMERO DE CELULAS PARA O ENSAIO DE
CITOTOXICIDADE

Para ambas as linhagens (tumorais e leucémicas), um volume de células (duas
gotas) foi separado em tubo cristal. Em seguida, foram adicionados 80ul de Azul de
Tripan em 20pl de células. Apds isso, realizou-se a contagem (estimativa) em
camara Neubauer das células coradas, utilizando o microscopio 6ptico, onde foram
mensurados o numero de células presentes nos 4 quadrantes. O nimero de células
contabilizadas foi multiplicado pela constante de 0,125 (segundo o calculo em
camaras de Neubauer) para se obter uma estimativa do volume de células presentes
por ml x 10°.

Utilizou-se no teste de atividade antitumoral quatro amostras: o Oleorresina
bruto de copaiba (OB), a fracdo volatil (FV) e fracdo resinosa (FR) do dleo, e o
controle positivo para as linhagens de células tumorais e leucémicas: Paclitaxel (PX)
e Vincristina (VCR), respectivamente, que sdo os farmacos geralmente utilizados
para o tratamento desses tipos de cancer. O teste foi realizado em triplicata, e os
tratamentos foram utilizados em sete concentracées mais o controle negativo. Foi
realizado o cultivo da placa Imput, células ndo submetidas aos tratamentos, para
quantificar o numero de células no tempo zero.

Para estimar o numero total de pocos das placas de cultivo celular que seriam

necessarios, multiplicou-se o numero de tratamentos (quatro) pelo total de
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concentracbes a serem utilizadas mais o controle (oito), vezes trés (triplicata),

totalizando 96 pocos por linhagem de células.

3.6.3 QUANTIFICACAO DAS CELULAS TUMORAIS

O numero total de células tumorais necessérias para a realizagdo da atividade
antitumoral foi obtido considerando-se o quantitativo de 15 mil células por poco
(0,015x10%), valor minimo para que seja percebido cor no teste de MTT, num
volume de 12ml. Esse valor foi multiplicado por 96 (numero total de pocos),
resultando num total exato de 1,8x10° células de cada linhagem tumoral em 12 ml. A
partir desse resultado, estimou-se o valor total de células para um volume de 15ml

através da regra de trés, quantitativo este utilizado no experimento.

3.6.4 QUANTIFICACAO DAS CELULAS LEUCEMICAS

ApOs obter o quantitativo de células por ml através da contagem em camara de
Neubauer, multiplicou-se o valor obtido pelo volume do conteddo mensurado em
cada frasco de cultivo apds as 48h de incubacédo. Isso para se estimar o numero
total de células presentes no frasco e verificar se as células haviam se multiplicado
em quantidade suficiente para a realizacdo do experimento.

O numero total de células leucémicas necessarias para a realizacdo da atividade
antitumoral foi obtido considerando-se o quantitativo de 30 mil células por poco
(0,03x10°%), valor minimo de células leucémicas para que seja percebido cor no teste
de MTT, num volume de 12ml. Esse valor foi multiplicado por 96 (numero total de
pocos), resultando num total exato de 3,6 x 10 células de cada linhagem leucémica
em 12 ml. A partir desse resultado, estimou-se o valor total de células para um

volume de 15ml através da regra de trés, quantitativo este utilizado no experimento.

3.6.5 PADRONIZACAO DAS AMOSTRAS (OB, FV E FR)

Foram pesados 100uL de cada amostra, obtendo-se os seguintes resultados:
Oleorresina bruto (OB)= 26,8mg/ml, fracdo volétil 27 (FV)= 26,3mg/ml e fracdo

resinosa (FR)= 23,7mg/ml. As amostras foram diluidas em 1ml de Dimetilsulfoxido
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(DMSO) sendo que, a fracdo resinosa (FR) permaneceu durante 24h com o
reagente antes do teste para obter maior dissolugdo. O volume de 224 pl de cada
diluicdo foi adicionado em 5ml menos cada concentragdo do teste, de meio RPMI
1640.

3.6.6 ANALISE DA CITOTOXICIDADE PELO METODO DO MTT

Foram semeados 100ul de cada linhagem de células em placa de cultivo celular
de 96 pocos, em triplicata, bem como a placa Imput (placa controle). As placas foram
incubadas em estufa para cultura a 37°C, saturacédo de CO2de 5% durante 24hs.

As amostras OB, FV, FR, e o controle positivo (PX e VCR), foram utilizados nas
seguintes concentracdes finais para avaliacdo da atividade antitumoral: 600 pg/ml,
400 pg/ml, 200 pg/ml, 125 pg/m, 50 pg/ml, 25 pg/ml e 5 pg/ml. Apés a introducao
das concentragbes das amostras, ocorreu a incubacédo das placas de cultivo em
estufa por 48h nas condi¢des descritas anteriormente.

Ao final deste periodo, foi realizada a lavagem das linhagens de células com
200pI de soro fisioldgico, sendo que, antes da inser¢cao do soro, 0 meio das placas
de cultivo das células aderentes foram descartados. Procedimento realizado por
duas vezes. No caso das células leucémicas, antes da lavagem com o soro
fisiolégico, as placas foram centrifugadas a 605 RPM por 5 minutos e o
sobrenadante descartado. ApOs a inser¢cdo do soro, as placas foram novamente
centrifugadas e o sobrenadante removido. Procedimento realizado por duas vezes.

A atividade antitumoral in vitro foi avaliada através do ensaio do MTT -Método
do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium. Essa técnica
consiste na conversdo do MTT, que € uma substancia hidrossoluvel e de cor
amarela, em azul de formazan, através da acdo da enzima succinato desidrogenase,
ativa na mitocondria de células viaveis durante o Ciclo de Krebs (BERRIDGE et al.,
1996).

Através desse ensaio € possivel avaliar a sobrevivéncia e proliferacéo celular,
visto que apenas as células viaveis sdo capazes de realizar a redugcdo do MTT
(amarelo) para o formazan (azul). Desta forma, a quantidade de formazan produzido
€ proporcional quantidade de células viaveis (MOSMANN, 1983 apud
DEGENHARDT et al., 2016; MOURA, 2012).
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Apbs o processo de lavagem das células, foram adicionados 25uL do MTT na
concentracdo de 5mg/ml em cada poco das placas de cultivo, seguido de incubacéo
em estufa a 37°C, saturacdo de CO2 de 5% durante 4 horas. Decorrido esse periodo,
as placas foram retiradas da estufa e as células tratadas com 175uL de alcool
Isopropilico (P.A — A.C.S). Passando-se o0 periodo de evaporagcdo do &lcool, foi
realizada a leitura, tanto da placa controle (100% de células vidveis) quanto das
placas com as linhagens tumorais e leucémicas, em Espectrofotdmetro de placa
(marca Bio Tek — Power Wave XS, Software KC Juanior), com o comprimento de

onda de 560nm.

3.7 QUANTIFICACAO DE APOPTOSE — CITOMETRIA DE FLUXO

Para quantificacdo de apoptose, cultivou-se 1ml de células (0,09x10¢ células)
em cada poco da placa de cultivo de 24 pogos, o mesmo foi realizado para as
células do grupo controle. A quantificacdo de apoptose foi realizada apenas para a
linhagem de célula que demonstrou maior sensibilidade aos tratamentos com o
Oleorresina e suas fragdes. O processo de quantificacdo do nimero de células foi
realizado como descrito anteriormente utilizando através da coloragdo com azul de
tripan e contagem em camara de Neubauer.

Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37°C, saturacdo de CO2de
5% durante 24h. Finalizado esse periodo, a concentracédo de 0,5ug/ml de OB, FV e
FR foi utilizada em cada poco, e novamente as placas incubadas em estufa.

Observou-se em microscépio de inversdao (Ml) a confluéncia/desenvolvimento
das células. O conteudo dos pocos foi homogeneizado e transferido para tubos
cristal devidamente identificados com os cédigos das linhagens. As placas foram
tratadas com 1ml de soro fisiolégico e novamente observadas em MI para verificar
se ainda haviam células nos pocos.

Os tubos cristal passaram por centrifugacdo a 1600 RPM durante 25 minutos, e
a porcéo sobrenadante foi descartada.

Para andlise de apoptose celular foi utilizado o Kit de detec¢cdo de apoptose
(BD Pharmigen), seguindo protocolo padrédo do fabricante. As células foram
ressuspensas em tampdo de ligacdo a uma concentracdo de 1x10° células/ml.

Foram transferidos 100pl da solugéo (1x10° células) para um tubo cristal de 5ml, e
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adicionados 5ul de Anexina V FITC e 5uL lodeto de Propidio (PI). Os tubos com as
células foram agitados suavemente e incubados em estufa durante 15 min a 25°C.
Adiciou-se 400ul de tampéo de ligacdo em cada tubo e prosseguiu-se com a analise
em citbmetro de fluxo (excitacdo a 488 nm com 530 nm), da marca BD FACS Canto.
A quantificacdo das células em apoptose foi realizada através do software Facs
DIVA.

3.8 ANALISE DOS DADOS

A analise estatistica foi realizada segundo Amaral (2014) e Degenhardt et al.,
(2016), onde foi realizado o calculo do indice de citotoxicidade (IC50) ou
concentragdo inibitéria de 50% de viabilidade celular, através de regressdo nao-
linear utilizando o software Origin 8.0 e os gréficos gerados pelo Software GraphPad
Prism 2007.

33



4 RESULTADOS

4.1 ANALISE QUIMICA DO OLEORRESINA DE C. reticulata

Na Figura 22 podemos observar o cromatograma do Oleorresina de C. reticulata
gerado por cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas. Através da
andlise da composi¢éo quimica foram identificados no total trinta e dois compostos,
dos quais vinte e seis pertencem a classe dos sesquiterpenos e seis a classe dos

diterpenos como demonstrado na Tabela 2.

Figura 22 — Cromatograma do 6leorresina de C. reticulata Ducke.
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Os sesquiterpenos majoritarios foram o trans-cariofileno (44,82%), trans-a-
bergamoteno (5,24%), a-humuleno (7,01%), B-selineno (6,58%), a-selineno (3,75%),
B-bisaboleno (8,57%). Dos seis diterpenos, foram identificados o 16-caureno (M =
272) e o Metil copalato (M = 318) - éster metilico do &cido copalico. Nao foi possivel
a identificacdo dos demais constituintes diterpénicos, visto que, nas bibliotecas
NIST, ADAMS e nas literaturas consultadas, ndo foram encontrados compostos com

indice de retencéo (IR) e espectros de massas correspondentes.
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Tabela 2: Constituintes identificados no 6leorresina de C. reticulada Ducke através de

Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de massas (CG-EM).

Constituintes IR tR (min) Conc. relat. %
Sesquiterpenos
a-copaeno 1373 22,085 0,30
B-elemeno 1391 22,818 2,64
Cipereno 1397 23,060 0,25
trans-cariofileno* 1426 24,229 44,82
trans-a-bergamoteno* 1436 24,661 5,24
cis-B-farneseno 1443 24,937 0,13
a-humuleno* 1454 25,379 7,01
4,5-di-epi-aristolocheno 1467 25,895 0,12
B-chamigreno 1473 26,113 0,20
Dauca-5,8-dieno 1475 26,230 0,29
NI (M=204) 1479 26,382 0,54
B-selineno* 1486 26,668 6,58
a-selineno* 1495 26,998 3,75
a-muuroleno 1498 27,139 0,11
cis-a-bisaboleno 1502 27,291 0,68
B-bisaboleno* 1511 27,62 8,57
7-epi-a-selineno 1515 27,799 0,23
o-cadineno 1523 28,086 1,14
B-macrocarpeno 1541 28,814 0,77
Cariolan-8-ol 1566 29,779 0,17
Oxido de cariofileno 1579 30,277 0,15
Widrol 1614 31,616 1,89
NI (M=206) 1633 32,298 0,55
[B-acorenol 1642 32,656 0,49
Selin-11-en-4a-ol 1651 32,959 0,59
a-epi-bisabolol 1680 34,037 0,14
Diterpenos
NI (M= 304) 1983 44,263 0.17
16-caureno (M = 272) 2028 45,658 0,93
NI (M=286) - 52,189 1,36
NI (M=304) - 52,645 0,23
Metil copalato (M = - 53,515 0,15
318)
NI (M=304) - 54,813 0,80
Total de compostos 87.34

identificados (%)

(IR) indice de Retencdo do constituinte. (tR/min) Tempo de Retencdo do constituinte na coluna do
cromatografo dado em minutos. (Conc.relat.%) Concentragdo relativa percentual do composto na
amostra de 6leorresina de C. reticulata Ducke. (*) Constituintes majoritarios (concentragdo > 3%). (NI)

Constituinte N&o Identificado. (M=) Massa molar do composto.
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4.2 ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO - ANALISE DA CITOTOXICIDADE
PELO METODO DO MTT

O Oleorresina de C. reticulata Ducke e suas fracbes volatil e resinosa
apresentaram neste trabalho, atividade citotdxica frente as linhagens de células
tumorais MCF7 (cancer de mama), HOS (osteosarcoma), PC3 (adenocarcinoma de
prostata) e H1299 (carcinoma pulmonar), e as linhagens leucémicas: Nalm 6
(leucemia B) e Jurkat (leucemia T). As amostras testadas apresentaram capacidade
de inibir em diferentes concentracfes a viabilidade das células estudadas, fato
observado através da leitura da densidade Optica em Espectrofotdmetro das células
tratadas com o MTT. Os farmacos Vincristina (VCR) usado como controle para
células leucémicas VCR e o Paclitaxel (PX) controle para células tumorais,
apresentaram IC50 menor que 0,5ug/ml, surtindo desta forma, o efeito citotoxico
esperado.

No Grafico 1 observamos o IC50 (ug/ml) calculado para as amostras testadas
em células Jurkat (leucemia T). A fracdo resinosa (FR) apresentou o IC50= 8,2
pg/ml, seguido da fracdo volatil (FV)= 16,2 ug/ml, e dleorresina bruto (OB)= 27,06
pg/ml. Para a linhagem Nalm 6 (leucemia B) a fracdo resinosa (FR) apresentou o
IC50= 33,4 pug/ml, OB(IC50)= 39,7 pg/ml e FV(IC50)= 51,8 pg/ml (Grafico 2). Desta
forma, as linhagens leucémicas demonstraram mais suscetibilidade a fragéo
resinosa (FR), que se mostrou mais citotoxica a essas linhagens dentre o0s

tratamentos aplicados.
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Gréfico 1 - Indice de citotoxicidade de OB, FR e Gréfico 2 - indice de citotoxicidade de OB, FR e FV
FV na linhagem Jurkat - Leucemia T. na linhagem Nalm 6 — Leucemia B.
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O teste com a linhagem HOS (Osteosarcoma) a fracdo resinosa (FR) obteve
IC50= 8,1ug/ml, seguido da FV(IC50)= 21,6 pg/ml e OB(IC50)= 27,13 pg/ml,
(Grafico 3). Desta forma, observou-se que para inibir 50% da viabilidade celular da
linhagem tumoral de osteosarcoma, foi necessaria uma concentracdo da fracao
resinosa bem inferior em relagédo ao dleorresina e sua fracao volatil. Para a linhagem
PC3 (adenocarcinoma de prostata) a fragdo resinosa (FR) também apresentou o
menor IC50 dentre as amostras testadas, de 12,6 pug/ml, seguido da FV com IC50=
27,6 pg/ml e OB com o IC50= 36,2 pug/ml (Gréfico 4).
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Gréfico 3: Indice de citotoxicidade de OB, FR e Gréfico 4: Indice de citotoxicidade de OB, FR e FV
FV na linhagem HOS - Osteossarcoma. na linhagem PC3 — Adenocarcinoma de préstata.

No teste realizado com H1299 (carcinoma pulmonar) a fracdo resinosa
novamente apresentou maior citotoxicidade a linhagem testada, com IC50 de 0,6
pug/ml. Este resultado merece destaque pois foi a menor concentracdo inibitoria
calculada no presente estudo. Significa que menos de 1 pg/ml da fracdo resinosa foi
capaz de inviabilizar 50% das células de carcinoma pulmonar, uma concentracao
muito baixa se comparado aos resultados encontrados para as demais linhagens
estudadas. O oOleorresina bruto e a fracdo volatil obtiveram ambos o IC50 de 1,46
pg/ml, um resultado também bastante inferior em relacdo ao IC50 das outras células
cancerigenas (Grafico 5). Isso demonstra que a linhagem de células de carcinoma
pulmonar (H1299) foi a mais sensivel aos trés tratamentos, tanto ao oleorresina, sua

fracdo volatil e principalmente a fracdo resinosa.
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A linhagem MCF7 (cancer de mama) foi mais sensivel a fracdo volatil. Esta
demonstrou ser mais citotoxica, com o IC50= 13,7 pg/ml, seguida da fragéo resinosa
com o IC50= 17,4 ug/ml e o éleorresina (OB) o IC50= 29,5 ug/ml (Gréfico 6).
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Gréfico 5: indice de citotoxicidade de OB, FR e Gréafico 6: indice de citotoxicidade de OB, FR e
FV na linhagem H1299 — Carcinoma pulmonar. FV na linhagem MCF7 — Cancer de mama.

De acordo com os resultados obtidos (Graficos 1 a 5), a fracdo resinosa (FR)
apresentou maior citotoxicidade frente a maioria das linhagens de células
cancerigenas testadas: Jurkat (leucemia T), Nalm 6 (leucemia B), HOS
(osteosarcoma), PC3 (adenocarcinoma de préstata) e principalmente a H1299
(carcinoma pulmonar). A fracdo resinosa (FR) obteve o menor IC50 dentre os
tratamentos aplicados, ou seja, em menores concentracdes foi capaz de inibir 50%
da viabilidade das células cancerigenas tratadas, enquanto que, OB e FV para as
linhagens mencionadas, inibiram a viabilidade celular em concentracées maiores do
que a FR.

Em contrapartida, a linhagem MCF7 (cancer de mama) foi mais suscetivel a
fracdo volatil (FV), que obteve o menor IC50 dentre os tratamentos aplicados. Ou
seja, em menor concentracdo da FV, 50% das células MCF7 tiveram sua

proliferagao inibida.
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4.3 QUANTIFICACAO DE APOPTOSE — CITOMETRIA DE FLUXO

A quantificacdo da apoptose pode ser realizada através da utilizacdo de
iodeto de propidio ou de Anexina V marcada com isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (ULUKAYA et al., 2011).

A quantificacdo de apoptose através da citometria de fluxo foi realizada apenas
na linhagem de células a qual as amostras testadas (OB, FV e FR) apresentaram
maior atividade citotoxica, ou seja, menor IC50. No caso do presente trabalho foi a
linhagem H1299 (carcinoma pulmonar).

A Tabela 3 apresenta o percentual de apoptose quantificado nas células da
linhagem H1299 (carcinoma pulmonar), utilizando a concentracdo de 0,5ug/ml de
cada um dos tratamentos, concentracdo proxima ao menor IC50 calculado para esta

linhagem no teste de citotoxicidade.

Tabela 3: Percentual de apoptose quantificado na linhagem de células tumorais H1299
(carcinoma pulmonar).

Concentragao H1299 (Carcinoma pulmonar)
pg/ml % Apoptose
OB FV FR
[O] 0,4 0,4 0,4
[0,5] 92,5 86,1 95,9

Observou-se que as amostras testadas (OB, FV e FR) induziram mais de 80%

das células da linhagem de carcinoma pulmonar a apoptose celular. O 6leorresina
bruto (OB) induziu & morte celular de 92,5% das células, enquanto que a fracédo
volatil (FV) induziu 86,1%. Ja a fracdo resinosa (FR) foi a amostra que obteve a

maior taxa de inducao apoptética, 95,9%.
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5 DISCUSSAO

5.1 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

Através da avaliacdo da composicdo quimica do Oleorresina de Copaifera
reticulata Ducke por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) foram identificados trinta e dois compostos, sendo vinte e seis
sesquiterpenos e seis diterpenos. Os constituintes majoritarios (concentracdo = a
3%) foram o trans-cariofileno (44,82%), trans-a-bergamoteno (5,24%), a-humuleno
(7,01%), B-selineno (6,58%), a-selineno (3,75%) e B-bisaboleno (8,57%).

O Oleorresina de copaiba € composto por substancias terpénicas
provenientes do metabolismo secundario da planta, mais especificamente da classe
dos sesquiterpenos, e diterpenos. Os sesquiterpenos sao moléculas compostas por
quinze carbonos (C15) e por isso tem como caracteristica serem compostos volateis,
chamados de 6leo essencial ou fracdo volatil. Os diterpenos, formados por vinte
carbonos (20) constituem a por¢ao resinosa do 6leo, chamada de resina ou fracédo
resinosa. Varios fatores influenciam na composicdo quimica do 6leo, nas
concentracbes de sesquiterpenos e diterpenos, como por exemplo, fatores
genéticos, a sazonalidade, luminosidade, nutrientes presentes no solo, e o proprio
mecanismo de defesa da planta (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002; OLIVEIRA et al.,
2006; DEWICK, 2009).

No trabalho desenvolvido por Ohsaki et al.,, (1994) foram isolados seis
clerodanos relacionados e diterpenos labdanicos do Oleorresina de Copaifera
langsdorffii Desfon., identificados como (-)-kolavenol, (+)-acido hardwickiico, cis-
kolavenol, ent-neo-4(18),13-clerodadien-15-0l, (-)-acido copdlico, 8(17),13-
labdadien-15-ol, analise quimica realizada através de RMN (ressonancia magnética
nuclear).

Ao analisar a variabilidade quimica do Oleorresina de Copaifera spp.,
Rigamonte-Azevedo et al.,, (2004) constataram gue 0S componentes em maior
concentracdo (> 1%) foram o p—cariofileno, observado em todos os Oleos
analisados, a-humuleno e pf-bisaboleno, identificados em cinco amostras, (-

elemeno, em quatro e o 6-cadineno, a-copaeno e o-cadineno em trés amostras.
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Romero, 2007 realizou a andlise da composi¢cdo quimica de amostras de
Oleorresina de copaiba vendidos comercialmente na cidade de Campinas, e 0s
principais terpendides identificados foram: &-elemeno, biciclofelandreno; a-copaeno;
B-trans-cariofileno, humuleno, y-muuroleno, &-cadineno, B-bisaboleno, y-elemeno,
torreyol e copalato de metila. Apds o 6leo ser submetido a uma extracdo acido/base
por cromatografia de coluna em silica-gel, na fracdo neutra foram identificados o (-)-
a-trans-bergamoteno, (-)-y-muuroleno, (-)-B-trans-cariofileno, (-)-B-bisaboleno, (-)-
oxido de cariofileno, (-)-6xido de humuleno, (-)-7(11)-selinen-4-ol, (-)-torreyol e a-
cadinol. Na fracdo acida identificou-se o acido copdlico, 3-acetoxi copdlico, 3-
hidroxido copdlico e ent-agatico, acido hardwickiico, 7-acetoxi hardwickiico, acido
guamaico, 4B-hidroperoxi-18-nor-copalico e 3,19-diidroxi-copalico.

Ao comparar os constituintes do Oleorresina de Copaifera duckei Dwyer
provenientes de diferentes coletas sazonais, Pinto et al., (2013) identificaram como
majoritarios na fracdo volatii o p-bisaboleno (34,29%; 28,17%), p-cariofileno
(23,49%; 15,92%), B-selineno (7,15%; 11,39%) e a- humuleno (1,03%; 1,28%) nos
periodos seco e chuvoso, respectivamente.

Goncalves (2014) identificou vinte e dois componentes do 6leo de Copaifera
multijuga Hayne, sendo que o0s principais compostos identificados foram os
sesquiterpenos cariofileno (51,64%), copaeno (8,04%), trans-a-bergamoteno
(7,57%) e germacreno D (6,22%).

Lima (2015) analisou a composicdo quimica do oOleorresina Copaifera paupera
(HERZOG) DWYER por cromatrografia gasosa de alta resolucdo, e constatou como
componentes majoritarios o a-copaeno (38,55%), B-cariofileno (20,94%) e -
bisaboleno (12,37%).

5.2 ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO - ANALISE DA CITOTOXICIDADE
PELO METODO DO MTT

Estudos in vitro e in vivo desenvolvidos com o Oleorresina de Copaifera
reticulata Ducke e de outras espécies do género Copaifera, como os trabalhos de
Raniere (2015), Ohsaki et al., (1994), Chicaro (2009) e Lima et al., (2003), dentre
outros, comprovam o potencial citotoxico do 6leo em diferentes linhagens de células

cancerigenas. Estes estudos corroboram com os resultados do presente trabalho,
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visto que tanto o Oleorresina bruto de C. reticulata quanto as fracbes volatil e
resinosa apresentaram em diferentes concentracdes, atividade citotoxica a todas as
linhagens de células testadas (tumorais e leucémicas), como observado nos
Graficos 1 a 6.

Ao avaliar os efeitos antineoplasicos do 6leo de Copaifera reticulata Ducke
em linhagens de células cancerosas de pulmdo, Raniere (2015) constatou que o
Oleo de C. reticulata apresentou efeito antineoplasico em duas linhagens de células
neoplasicas do pulmdo humano, bem como na linhagem murina E9. Esses
resultados confirmam os resultados obtidos no presente estudo, evidenciando o
potencial citotoxico do oOleorresina de C. reticulada frente a linhagens de células de
cancer de pulméao, como podemos observar no Gréfico 5.

Domingues (2017) realizou o estudo do efeito antitumoral do oleo de
Copaifera reticulata Ducke e sua fracdo resina em cultivo de células epiteliais
cancerosas de pulméo de camundondo, e observou que os dois tratamentos agiram
como antitumorais. Nesse caso, 0 Gleo in natura apresentou melhor efeito citotoxico
gue sua fracdo resina em concentracdo menor (0,0287ul/ml) do que para as células
ndo cancerosas (0,3142ul/ml). Confirmando a atividade citotoxica do o6leorresina
bruto e sua fracdo resinosa em linhagem de células de cancer pulmonar. De acordo
com o autor pode-se sugerir a ocorréncia de sinergismo entre as fracdes do 6leo e
que ainda sdo necessarios estudos in vitro e in vivo para a padronizacao e utilizacdo
do mesmo.

Estudos atribuem aos diterpenos, componentes da fracdo resinosa, a
propriedade antitumoral do éleorresina de copaiba.

Ohsaki et al., (1994) realizaram o isolamento e testaram a atividade
antitumoral in vivo de um clerodano diterpénico do 6leoresina Copaifera langsdorffii
Desfon. O composto isolado identificado como (-)-colavenol e mostrou uma potente
atividade antitumoral contra o carcinoma mamario invasivo (IMC), tumor murino, em
camundongos. O trabalho de Ohsaki et al., (1994) corrobora com os da presente
pesquisa no que ser refere a potente atividade anticancerigena dos diterpenos.
Observamos no teste de citotoxicidade com as linhagens leucémicas e tumorais que
a fracdo resinosa foi mais citotoxica, As células de cancer de mama (MCF7) também
sofreram o efeito citototoxico da fracdo resina, porém, a fracdo volatil obteve maior

efeito sobre esta linhagem (Gréafico 6). As células de carcinoma pulmonar testadas
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demonstraram maior sensibilidade a FR, pois para inibir 50% da viabilidade dessa
linhagem de células foi necessaria uma concentracdo bem inferior de FR em relacéo
aos tratamentos OB e FV.

O Oleorresina de C. reticulata e de outras espécies do género, ja foram
analisados quanto sua atividade anticancerigena em outros tipos de canceres, e
também apresentaram atividade citotoxica as linhagens testadas, o que confere ao
0leo um importante potencial antineoplasico bastante abrangente.

Pedreira (2007) constatou que o Oleo de Copaifera reticulata in natura e
manipulado artesanalmente, desempenham um efeito inibidor no desenvolvimento
dos tumores bucais DMBA induzidos.

O oleo de Copaifera reticulata apresentou uma potente agdo inibidora da
proliferacédo e inducédo de apoptose em cultura de células de carcinoma epidermoéide
bucal, no trabalho desenvolvido por Chicaro (2009). O éleo também desempenhou
uma reducado da expressao da proteina NFkB, que é responsavel pela regulacdo de
genes envolvidos nos processos de proliferacdo e sobrevivéncia celular. Esses
resultados sdo muito positivos para o desenvolvimento de estudos que visem
compreender de que forma o 6leo de copaiba atua no DNA das células cancerosas,
podendo assim abrir caminho para a formulagcdo de farmacos que possam
inviabilizar geneticamente o proliferacao de células cancerigenas.

No trabalho desenvolvido por Alencar (2016) onde analisou o efeito in vitro do
Oleo de Copaifera langsdorffii Desf. em células de carcinoma espinocelular (SCC 9 e
SCC 25) bem como a sua associacdo com a radiacdo em carcinossarcoma de
Walker 256 induzido em ratos, verificou nos resultados in vitro que as células
cancerigenas foram mais sensiveis que as células controle frente ao 6leo de
copaiba nas menores concentracbes (0,5mg/ml; 1mg/ml; 5mg/ml), e que na
concentracdo de 10mg/ml, o éleo de copaiba mostrou-se toxico tanto para as células
controle, quanto para as células cancerigenas.

Lima et al., (2003) ao realizar estudos in vivo e in vitro sobre a atividade
anticancerigena de Copaifera multijuga Hayne, constatou que o 6leorresina e suas
fracOes diterpénica, sesquiterpénica e o Oleorresina reconstituido, apresentaram
atividade antitumoral na linhagem de melanoma nos modelos in vivo e in vitro. O
Oleorresina inibiu em 58% o crescimento do tumor sélido com reducdo de 76% no

peso do tumor. Observaram também uma reducgdo significativa no ndamero de
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nodulos no pulméo em relacdo ao grupo controle. No teste in vitro constatou-se que
a reducédo da viabilidade celular é diretamente proporcional ao tempo de incubacao.
Nas concentracbes de 0,5 e 1 mg/ml do 6leorresina, com 3 horas de incubacéo, a
viabilidade celular rediziu para 34,0% * 9,1% e 16,8% + 7,9% respectivamente, em
relacdo ao grupo controle (110,9% + 16,7%). Durante 1 hora de incubacéo utilizando
a concentracdo de 1 mg/ml, os percentuais de viabilidade celular foram de 43,4% *
7,9% para fracdo diterpénica, 47,0% + 18,6% para fracdo sesquiterpénica e 35,0% +
9,8% para o Oleorresina reconstituido a partir das fracoes.

A propriedade antineoplasica do 6leo de Copaifera multijuga e das fracdes
cloroférmica e hexéanica foi comprovada por Gomes, et al., (2008) em doses
variando entre 100 e 200 mg/Kg contra tumor ascitico de Ehrlich (EAT) e tumor
sélido. Foram observadas a inibicdo do numero de células asciticas tumorais e a
revesao da contagem de medula e de células sanguineas para valores semelhantes
ao grupo controle. Varios mediadores inflamatérios como proteina total, PGE2, 6xido
nitrico e TNF no liquido ascitico também tiveram seu aumento inibido.

Ainda sédo poucos os trabalhos sobre a citotoxicidade da fracdo resinosa do
Oleorresina de copaiba. Provavelmente pela dificuldade em se trabalhar com essa
porcdo do 6leo, pois a separacao da resina é de certa forma demorada e trabalhosa,
por tratar-se de uma resina (acido graxo) de dificil dissolugéo, e pela dificuldade em
identificar os constituintes quimicos, visto que, ndo existe uma literatura especifica
para identificacdo dos mesmos. Desta forma, sdo mais comuns trabalhos realizados

com o dleorresina bruto e sua a fragéo volatil (6leo essencial).

5.3 QUANTIFICACAO DE APOPTOSE — CITOMETRIA DE FLUXO

A apoptose é a morte celular programada. Nas células, esse processo
fisiol6gico desencadeia varias alteracées morfolégicas e bioquimicas que culminam
na morte celular. A apoptose é um processo fundamental para o controle da
guantidade e dos diferentes tipos de células, eliminando as células envelhecidas, as
que possuem alguma alteracdo inclusive genética, e as que representam algum
prejuizo para o organismo (SILVA, 2014).

A apoptose contribui para a regulacdo da homeostase, pois 0 crescimento

tecidual seja ele normal ou maligno resulta do equilibrio de fatores como a
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proliferacéo e destruicdo das células. AlteragBes na regulacdo da apoptose podem
contribuir para o surgimento de doengas como as autoimunes e neoplasicas (KERR
et al., 1972; YUAN et al., 2012)

Os diferentes tipos de cancer possuem caracteristicas muito distintas, porém,
sabe-se que todos os tumores malignos adquiriram a capacidade de se proliferar de
forma descontrolada, desobedecendo os limites impostos as células normais. A
multiplicacdo de uma célula com alteracdes genéticas, estd associado ao
desequilibrio da sua capacidade proliferativa e também em consequéncia da
incapacidade de morrer por apoptose. Desta forma, apesar da diversidade em tipos
de céancer, pesquisas cientificas vém demonstrando que a principal caracteristica
comum a maioria dos tumores malignos € a resisténcia a apoptose (OKADA & MAK,
2004).

Tendo em vista a importancia da apoptose no processo de carcinogénese, 0o
presente trabalho apresentou resultados interessantes em relacdo a taxa de
apoptose na linhagem de células tumoral testada, a H1299 (carcinoma pulmonar).

De acordo com a quantificacdo da apoptose por citometria de fluxo, o
Oleorresina bruto, e suas fragcdes volatil e resinosa, induziram mais de 80% das
células da linhagem H1299 a morte celular, utilizando uma concentracéo de 0,5ug/ml
das amostras.

A fracdo resinosa (FR) se destacou ao induzir mais de 95% das células ao
processo de apoptose celular, ou seja, quase que a totalidade de células testadas.

No trabalho realizado por Domingues (2017), onde avaliou a taxa de apoptose
por fluorescéncia com Laranja de Acridina e brometo de etidio, do 6leo in natura de
Copaifera reticulata Ducke e de sua fracdo resina em cultivo de células epiteliais
cancerosas de pulmdo de camundongo, observou que ambos o0s tratamentos
apresentaram atividade apoptética a linhagem testada, porém, o 6leo in natura
apresentou maior atividade apoptética em relacdo a resina, sendo que a resina se
mostrou mais citotéxica as células normais do que o 6leo in natura. O autor atribui o
melhor resultado de apoptose ao 6leo in natura, devido a um provavel efeito
sinérgico entre as fracbes sesquiterpénicas e diterpénicas.

Ao analisar o efeito apoptético por analise de fluorescéncia, com Laranja de
Acridina e brometo de etidio, do 6leo de Copaifera reticulata Ducke em linhagens de

células cancerosas de pulmdo humano, Ranieri (2015) observou que as
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concentracbes do Oleo testadas (0,16pg/ml, 0,32 pg/ml e 0,64 pg/ml) induziram a
morte celular a linhagem de células cancerosas, com destaque para a concentracdo
0,64 pg/ml que induziu a apoptose acima de 80% das células.

Sao poucos os estudos que visam analisar o efeito apoptotico do 6leorresina
de espécies do género Copaifera, especificamente da espécie em estudo no
presente trabalho, a C. reticulata Ducke. E necessario, portanto, a realizacdo de
mais estudos sobre o potencial apoptético do oOleorresina de copaiba, para somar

aos resultados da analise de citotoxicidade realizadas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O Oleorresina de C. reticulata Ducke apresentou composicdo quimica
caracteristica do género Copaifera, sendo uma mistura de constituintes
sesquiterpénicos e diterpénicos.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam o potencial
anticancerigeno do Oleorresina de copaiba, mais especificamente da espécie
Copaifera reticulata Ducke. Os achados sao promissores no que diz respeito a
utilizacdo do grande potencial biolégico deste produto natural para a formulacdo de
farmacos que combatam diversos tipos de canceres.

Estudos mais aprofundados testando a atividade citotoxica do Gleorresina de C.
reticulata e suas fragbes em outras concentracdes ainda precisam ser realizados
para se encontrar uma concentracdo ainda menor dos tratamentos que seja capaz
de inibir a proliferacao celular de células cancerigenas (IC50), sem ser toxica para
células saudaveis.

Apés os testes de citotoxicidade in vitro é importante futuramente a realizacao de
testes in vivo, com camundongos infectados com linhagens de células cancerigenas,
para se observar como os organismos reagem ao tratamento com o6leorresina bruto
e suas fracBes volatil e resinosa. Desta forma sera possivel comparar os resultados
in vitro e in vivo, saber quais os efeitos fisiol6gicos desempenhados pelos
tratamentos, e se 0s mesmos séo toxicos aos individuos testados.

O isolamento dos compostos sesquiterpénicos e diterpénicos presentes no
Oleorresina de C. reticulata é imprescindivel para posteriores estudos sobre a
atividade antineoplasica desses constituintes isoladamente, afim de verificar a qual
deles é atribuido o efeito citotoxico, ou se, o efeito ocorre em decorréncia de
sinergismo.

E importante investigar quais os mecanismos de ac¢&o que o 6leorresina bruto de
C. reticulata e suas fracdes volatil e resinosa utilizam para surtirem os efeitos
citotoxico e apoptético sobre células cancenrigenas de linhagens tumorais e
leucémicas.

Os resultados obtidos no presente trabalho reforcam ainda mais a importancia do

Oleorresina de copaiba proveniente da regido Amazodnica como fitoterapico natural
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com potencial anticancerigeno, sendo desta forma, uma fonte promissora para a

elaboragdo de novos farmacos antineoplasicos.
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8 ANEXOS

Espectros de Massas dos constituintes Nao Identificados (NI) no Oleorresina
de C. reticulata Ducke.
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