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1. Introducio

A leucemia promielocitica aguda (LPA) é uma forma rara e agressiva de Leucemia
Mieloide Aguda (LMA), caracterizada pelo rearranjo do gene PML-RARA, que bloqueia a
diferenciagdo dos promielécitos e leva ao acumulo de células imaturas na medula d6ssea ¢ na
circulacao periférica. Apesar dos avangos terapéuticos, como o uso do acido all-trans retinoico
(ATRA) e do trioxido de arsénio (ATO), a resisténcia ao tratamento, os efeitos adversos e a
ocorréncia de recaidas continuam sendo desafios clinicos importantes' .

Diante desse cenario, a busca por novas estratégias terapéuticas ¢ fundamental. A
oleorresina de Copaifera reticulata (Fabaceae), tradicionalmente utilizada na medicina popular
amazonica, tem demonstrado propriedades antioxidantes, curativas, estimulantes da formacao
Ossea, citotoxicas, gastroprotetoras, antimicrobianas, antifungicas, anti-inflamatoérias,
anthelminticas e antisépticas !. A oleorresina é composta por duas fra¢des principais: a fragio
resinosa, rica em diterpenos como o acido copalico e o 4cido kaurénico, associados @ modulacao
do ciclo celular, efeitos anti-inflamatérios e atividades citotoxicas* e a fragdo volatil, também
chamada de 6leo essencial, predominantemente composta por sesquiterpenos, como o [3-
cariofileno, com agfo antimicrobiana, antioxidante e imunomoduladora®® Estudos com
diferentes espécies de Copaifera demonstram que a composi¢do quimica da oleorresina varia
entre espécies e regioes, refletindo-se em diferentes perfis de atividade bioldgica. Atividades
antimicrobianas, antioxidantes e citotoxicas tém sido observadas em varias oleorresinas,
refor¢ando seu potencial terapéutico.’

A linhagem HL60, derivada de um paciente com LPA, é amplamente utilizada como
modelo experimental para avaliacdo de compostos com potencial antiproliferativo, pro-
apoptotico e indutor de diferenciagdao em células leucémicas.Avaliar a oleorresina de Copaifera
reticulata, frente a HL60, permite investigar seu potencial teraputico em células tumorais
especificas. Além disso, a utilizagdo de células mononucleares de sangue periférico humano
(PBMC) e células VERO (epitélio renal de macaco) como controles ndo tumorais possibilita
avaliar a seletividade do efeito, fornecendo informacdes importantes sobre segurancga celular.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito in vifro da oleorresina de
Copaifera reticulata em células de leucemia promielocitica aguda.



2. Material e Métodos

2.1 Aspectos éticos:

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares e
moleculares envolvidos na resposta imunoldgica de pacientes com Leucemia Linfoblastica
Aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagnostico, prognoéstico e terapéutica”, devidamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), com o seguinte nimero de Parecer: 4.982.395.

2.2 Modelo de estudo:
Trata-se de um estudo analitico experimental, do tipo pré-clinico (fase 1).

2.3 Obtenciao do dleo resina de Copaifera reticulata
A oleorresina de Copaifera reticulata foi adquirida em parceria com a Universidade
Federal do Oeste (UFOPA), Santarém, PA, Brazil, juntamente com sua caracterizacao fisico-
quimica.

2.4 Cultura de células:

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram a HL-60 (leucemia promielocitica
aguda; ATCC CCL-240) ¢ VERO (epitélio renal de macaco; ATCC CCL-81). As células HL-
60 de crescimento em suspensao foram cultivadas em meio RPMI 1640 com vermelho de fenol,
modificado com L-glutamina, HEPES e bicarbonato de sédio (Gibco, Rockville, MD) ¢ as
células VERO, de crescimento aderente foram cultivadas em meio DMEM (alta glicose) e L-
glutamina, ambos meios suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco) e
quantidades apropriadas de antifiingico e antibidtico, mantidos a 37 °C em atmosfera de 5% de
CO..

2.4 Populacio do estudo e isolamento de células mononucleares de sangue periférico
humano (PBMC):

Foram incluidos no estudo individuos saudaveis que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e aceitaram participar da pesquisa. O sangue
periférico foi coletado com anticoagulante EDTA. As células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) foram isoladas por centrifugacdo em gradiente de densidade com
Histopaque-1077 (Sigma), lavadas trés vezes em meio RPMI e, em seguida, cultivadas em
placas de 96 pocos na densidade de 5 x 10° células/pogo. Posteriormente, as células foram
submetidas aos tratamentos experimentais para avaliacdo da citotoxicidade em células
saudaveis ndo imortalizadas.

2.5 Ensaio de viabilidade celular:

A proliferacao celular foi avaliada pelo ensaio de MTT, adaptado de Alves et al. (2023).
Linhagens HL-60, VERO e PBMC foram cultivadas (5x10° células/poco) em placas de 96
pogos, tratadas com diferentes concentragdes (100, 50, 25, 12,5, 6 e 3 ng/mL) do composto
(triplicata) e incubadas por 24, 48 e 72h a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 10 uL de MTT
(5 mg/mL) + 100 pL de meio RPMI sem vermelho de fenol e incubado por 4 h a 37 °C. A
reagdo serd interrompida com 100 uL DMSO (dimetilsulfoxido) e a absorbancia medida a 570
nm. A proliferagado relativa sera calculada como: (A570 tratada / A570 controle) x 100.



2.6 Analise estatistica:

As andlises dos dados foram realizadas no GraphPad Prism (v.8.0). As variaveis
numéricas foram expressas como média = desvio padrdo ou mediana (intervalo), caso nao
apresentem distribuicao normal e variaveis categoricas como valores absolutos (n) e frequéncia
relativa (%). Para variaveis categoéricas utilizamos o Qui-quadrado ou teste exato de Fisher. A
citotoxicidade relativa da substancia foi avaliada por teste t de Student, Mann-Whitney ou
ANOVA.

3. Resultados e Discussido:
3.1 Efeito do 6leo resina de Copaifera reticulata na viabilidade celular (MTT)
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Figura 1. Perfil da viabilidade celular ap6s o tratamento com o oleorresina de Copaifera reticulata (OR).
(A)Células mononucleares do sangue periférico de doadores saudaveis; (B) células VERO.

Os resultados demonstram que o tratamento com a oleorresina de Copaifera reticulata
durante o periodo de 24, 48 e 72 horas ndo promoveu alteragdes expressivas na viabilidade das
PBMC (Figura 1 - parte A) e da linhagem VERO (Figura 1 - parte B), mesmo em
concentragdes elevadas. Sugerindo um perfil de baixa toxicidade em células normais e
reforcando o papel de seletividade do composto. Estudos anteriores como o de Caetano-Frota
et al. (2023) corroboram esses achados, indicando que diterpenos majoritarios, como o acido
copalico e o acido caurendico, apresentam maior afinidade por células tumorais, desencadeando
apoptose e alteragdes do ciclo celular sem comprometer significativamente células saudaveis®.
Esse comportamento ¢ relevante, pois um dos principais desafios no desenvolvimento de
terapias antineoplasicas € manter a viabilidade de células normais e reduzir os efeitos adversos.
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Figura 2. Perfil da viabilidade celular apds o tratamento com o oleorresina de Copaifera reticulata (OR) em
células HL60 (leucemia promielocitica aguda). (A) citotoxicidade HL-60 VS oleorresina, (B) IC50 da linhagem
HL60.



Em contrapartida, foi possivel observar um efeito citotoxico significativo da
oleorresina frente a linhagem HL-60, com reducao da viabilidade celular em concentragdes a
partir de 50 ug/mL. O efeito foi tempo e dose-dependente, alcangando ICso de 74 uM. Apds
24h , houve uma reducdo significativa da viabilidade em 50 pg/mL (p < 0,005) e apos 48h na
concentragdo de 100 pg/mL (p <0,001), o que evidencia um potencial antiproliferativo robusto
(Figura 2). A faixa de concentra¢ao do IC 50 e os resultados demonstrados acima, estdo de
acordo com dados encontrados na literatura os quais demonstraram a ag¢ao de diterpenos da
Copaifera na inducao de apoptose e parada do ciclo celular em diferentes tipos de cancer como
em Almeida et al., (2023) e S.Vargas et al. (2015) 9,10. Além disso, ha evidéncias de que tais
compostos também modulam a resposta imunologica, o que pode contribuir para limitar a
progressao tumoral. A olerresina demonstrou agdo inibitdria significativa na produgdo de IL-
10 e um perfil ativador nos mondcitos humanos sem afetar a viabilidade celular11 e agdo anti-
inflamatoria com efeito na reparagdo teciduall2. Assim, os achados do presente estudo
reforcam o potencial da oleorresina como agente antineoplasico, com efeito citotoxico mais
acentuado em células leucémicas e seguranga frente a células normais, evidenciado nos
diferentes tempos de exposi¢ao analisados.

4. Conclusdes

A oleorresina de Copaifera reticulata demonstrou uma atividade citotoxica seletiva frente
a linhagem leucémica HL-60, promovendo reducgdo significativa da viabilidade celular de
forma tempo e concentracao-dependente (24, 48 e 72h), enquanto manteve baixa toxicidade
sobre células ndo tumorais (PBMC e VERO). Esses resultados sugerem que a oleorresina
contém compostos bioativos com potencial antineoplasico, para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. Portanto, os achados reforcam a relevancia de produtos naturais
amazonicos como fontes estratégicas na busca por alternativas terapéuticas contra leucemias,
ao mesmo tempo em que evidenciam a necessidade de estudos adicionais e analises moleculares
mais aprofundadas para melhor elucidar e caracterizar os efeitos biologicos da oleorresina, bem
como confirmar sua seguranca e aplicabilidade clinica.

Palavras-Chave: Leucemia, citotoxicidade, oleorresina, antineoplésicos, Copaifera
reticulata
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