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RESUMO

ATIVIDADE CITOTOXICA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Myrcia
splendens EM CELULAS TUMORAIS, Monalisa Martins Montalvdo, Sdo Cristdvao,
2021.

O céncer € a segunda doenca que mais causa 6bitos no mundo, ficando atras em nimeros apenas
para as doencas cardiovasculares e tornando-se um grave problema de saude publica. A
principal forma de tratamento dos pacientes com cancer € a quimioterapia, com 0 uso de
farmacos antineoplasicos. No entanto, apesar de efetivos, 0s antineoplasicos convencionais
desencadeiam inimeros efeitos adversos nos pacientes, uma vez que ndo apresentam
seletividade para as células tumorais. Nesse contexto, diante das limitagdes dos tratamentos
quimioterapicos convencionais, pacientes com céancer, em todo o mundo, tém recorrido a
terapias complementares, como o uso de produtos naturais derivados de plantas. O objetivo
deste trabalho foi realizar a caracterizacdo quimica e avaliar o efeito antitumoral in vitro do
oleo essencial das folhas da espécie Myrcia splendens (OEMS), em diferentes linhagens
tumorais. Para isso, foram realizadas a hidrodestilacdo das folhas e a anélise do OEMS por CG-
EM, que identificou como constituintes majoritarios o biciclogermacreno, o e-cariofileno e o
germacreno D, todos sesquiterpenos. A citotoxicidade in vitro do OEMS foi avaliada em trés
linhagens de células tumorais: adenocarcinoma de pulmdo (A549), melanoma (B16-F10) e
leucemia monocitica aguda (THP-1), através do ensaio de MTT. O OEMS apresentou
citotoxicidade em todas as linhagens testadas, com ICso variando entre 5,37 e 20,14 pg/mL.
Diante desse resultado, utilizou-se a linhagem de cancer de pulmédo A549, devido as altas taxas
de incidéncia e mortalidade desse cancer, para dar continuidade aos ensaios de avaliacdo da
atividade antitumoral do OEMS. Foi avaliada a capacidade do OEMS de inibir a formacéao de
clones da linhagem de células A549 por meio do ensaio clonogénico. Os resultados mostraram
que o OEMS foi capaz de inibir significativamente a formacdo de clones em todas as
concentracdes testadas (10, 20 e 40 pg/mL). Além disso, no ensaio com DAPI e
Faloidina/FITC, utilizado para verificar alteragdes morfoldgicas nas células, foi possivel
observar que o0 OEMS induziu morte celular por apoptose nas células A549 nas concentracdes
testadas (10, 20 e 40 pg/mL), evidenciada pelas caracteristicas de reducdo do volume
citoplasmatico e fragmentacdo de DNA. Ademais, foi observado o encolhimento celular na
concentracdo de 40 pg/mL do OEMS. O OEMS também foi capaz de reduzir significativamente
a capacidade migratdria das células A549 na concentracdo de 40 pug/mL. Diante dos resultados,
sugere-se que o OEMS possui atividade antitumoral in vitro, mostrando-se promissor para
futuros tratamentos contra o cancer.

Palavras-chave: Cancer. Citotoxicidade. Atividade antitumoral. Oleos essenciais. Myrcia.



ABSTRACT

CYTOTOXIC ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OIL OF THE LEAVES OF Myrcia
splendens IN TUMOR CELLS, Monalisa Martins Montalvéo, Sao Cristovao, 2021.

Cancer is the second most fatal disease in the world, followed only to cardiovascular diseases
and becoming a serious public health problem. The main form of treatment for cancer patients
iIs chemotherapy, with the use of anticancer drugs. However, despite being effective,
conventional antineoplastics causes adverse effects in patients, since they do not have
selectivity for tumor cells. In this context, given the limitations of conventional chemotherapy
treatments, cancer patients all over the world have looking for complementary therapies, such
as the use of natural products derived from plants. The objective of this work was to carry out
the chemistry characterization and evaluate the in vitro antitumor effect of the essential oil from
the leaves of the species Myrcia splendens (OEMS), in different tumor lines. For this, the
hydrodistillation of the leaves and the analysis of the OEMS by GC-MS were performed, and
identified the bicyclogermacrene, the e-caryophyllene and the germacrene D, all
sesquiterpenes, as major constituents. The in vitro cytotoxicity of OEMS was evaluated in three
tumor cell lines: lung adenocarcinoma (A549), melanoma (B16-F10) and acute monocytic
leukemia (THP-1), using the MTT assay. OEMS showed cytotoxicity in all strains tested, with
ICso ranging between 5.37 and 20.14 pg / mL. In view of this result, the A549 lung cancer strain
was used, due to the high incidence and mortality rates of this cancer, to continue the trials to
evaluate the antitumor activity of the OEMS. The ability of OEMS to inhibit the formation of
clones of the A549 cell line was evaluated by clonogenic assay. The results available show that
OEMS was able to significantly inhibit the formation of clones at all concentrations tested (10,
20 and 40 pg / mL). In addition, in assay with DAPI and Phalloidin / FITC, used to verify
morphological changes in cells, it was possible to observe that OEMS induced cell death by
apoptosis in A549 cells in the tested concentrations (10, 20 and 40 pg / mL), evidenced by the
characteristics of reduced cytoplasmic volume and DNA fragmentation. Furthermore, cell
shrinkage was observed at the concentration of 40 pug / mL of the OEMS. OEMS was also able
to reduce the migratory capacity of A549 cells at a concentration of 40 pg/mL. Given the results,
it is suggested that OEMS has antitumor activity in vitro, showing promise for future cancer
treatments.

Key words: Cancer. Cytotoxicity. Anti-tumor activity. Essencial oils. Myrcia.
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1 INTRODUCAO

Cancer é o termo geral utilizado para denominar um conjunto de mais de 100 tipos de
doencas causadas pela proliferacdo desordenada de células mutadas, que resulta no surgimento
de massa tumoral, podendo afetar todas as partes do corpo (INCA, 2020). E a segunda doenca
que mais causa Obitos no mundo, ficando atrds em ndmeros apenas para as doencas
cardiovasculares e constituindo um grave problema de saude publica (INCA, 2018).

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA), no Brasil, a estimativa para o
triénio 2020-2022 é que ocorram 625.000 novos casos de cancer por ano, um pequeno aumento
qguando comparado aos anos anteriores, no qual a estimativa era de 600.000 casos por ano no
pais (INCA, 2020). Dentre todos os tipos de cancer (com exclusdo do cancer de pele nao
melanoma), o cancer de pulmédo ocupa a primeira posicdo em mortalidade e segunda em
incidéncia no mundo, com uma estimativa de 2,2 milhGes de casos novos e 1,8 milhdes de
mortes (SUNG, 2021). No Brasil, o cancer de pulméo tornou-se o terceiro mais comum e foi
responsavel por 29.354 mortes em 2019 (INCA, 2020).

A estratégia de tratamento mais utilizada para o cancer de pulméo é a quimioterapia,
uma vez que, na maioria dos casos, o paciente é diagnosticado em estagio avancado da doenca.
No entanto, existem algumas limitacbes nos tratamentos quimioterapicos, como a
quimiorresisténcia de tumores sélidos aos farmacos antineoplasicos convencionais, devido a
incapacidade de os mesmos agirem em células hipoxicas, geralmente presentes no centro desses
tumores. Além disso, muitos agentes antineoplasicos ndo apresentam seletividade para as
células tumorais, atingindo também as células saudaveis, o que desencadeia inimeros efeitos
adversos e agrava a recuperacdo dos pacientes (INCA, 2020; SADHASIVAM,;
SUGUMARAN, 2020; XIONG et al., 2020). Essa quimiorresisténcia, somada aos dados
estatisticos existentes hoje em relacdo ao cancer, bem como a heterogeneidade da doenca e a
dificuldade do tratamento, evidenciam a necessidade do desenvolvimento de terapias anticancer
mais seletivas e alternativas as terapias ja existentes. Diversas pesquisas tém investigado a acao
de produtos naturais, como plantas, por exemplo, relatando que s&o uma importante fonte de
moléculas com atividade biologicamente ativa, e que podem ser usadas no tratamento do
cancer, devido ao seu alto potencial citotoxico sobre as células tumorais (NEWMAN E
CRAGG, 2016).

Inserindo-se neste contexto, surgem as pesquisas com plantas da familia Myrtaceae,
uma das familias mais complexas taxonomicamente, tanto pela diversidade de espécies como

pela escassez de estudos taxondémicos. A familia Myrtaceae compreende cerca de 140 géneros
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e aproximadamente 4.600 espécies, divididas em duas subfamilias, Myrtoideae e
Leptospermoideae (GOVAERTS et al., 2015). No Brasil, a familia Myrtaceae apresenta 1034
especies distribuidas em 23 géneros (FLORA DO BRASIL, 2020).

De acordo com Cerqueira e colaboradores (2009), a familia Myrtaceae é particularmente
rica em espécies produtoras de 6leos essenciais, sendo o género Myrcia um dos mais numerosos
da familia, com cerca de 393 espécies distribuidas pelo Brasil, onde 304 sdo endémicas
(FLORA DO BRASIL, 2020). Suas espécies apresentam 6leos essenciais com grande potencial
terapéutico, pois possuem indmeras propriedades bioldgicas, como atividade antibacteriana,
antioxidante, inseticida e antitumoral (BRUN; MOSSI, 2010; OGUNWAND et al., 2005;
CHAIEB et al., 2007). Os estudos quimicos e biologicos da espécie Myrcia splendens ainda
sdo escassos. Diante disso, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial citotoxico

do dleo essencial das folhas de Myrcia splendens em células tumorais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O céncer é considerado um termo genérico utilizado para designar um conjunto de doencas
caracterizadas por expansdo descontrolada e disseminacgéo de um clone celular somatico (ICGC
etal., 2020). De acordo com as estimativas mais recentes da Agéncia Internacional para
Pesquisa em Céancer e da Organizacdo Mundial da Saude, ocorreram no mundo 18 milhdes de
casos novos de cancer e um total de 9,6 milhGes de dbitos (BRAY et al., 2018). Entre todos 0s
tipos de cancer, o cancer de pulméo ainda é o mais incidente no mundo (2,1 milhdes), seguido
do cancer de mama (2,1 milhdes), colon e reto (1,8 milh&o), e prostata (1,3 milhdo). Ha uma
maior incidéncia em homens (9,5 milhdes), representando 53% dos casos novos, em relagdo as
mulheres (8,6 milhdes), que representam 47% dos novos casos. Entre os homens, os tipos de
cancer mais frequentes foram o cancer de pulméo (14,5%), seguido do cancer de prostata
(13,5%), colon e reto (10,9%), estbmago (7,2%) e figado (6,3%). As maiores incidéncias entre
as mulheres foram de cancer de mama (24,2%), célon e reto (9,5%), pulmao (8,4%) e colo do
utero (6,6%) (BRAY et al., 2018).

No Brasil, a estimativa para o triénio 2020-2022 é de que ocorram cerca de 625 mil
novos casos de cancer por ano. Com excecdo do cancer de pele ndo melanoma (cerca de 175
mil casos novos), ocorrerdo aproximadamente 450 mil novos casos da doencga (INCA, 2020).
A estimativa para o Brasil revela ainda que os tipos de cancer com maior incidéncia serdo o
cancer de pele ndo melanoma (177 mil), mama e prostata (66 mil cada), célon e reto (41 mil),
pulméo (30 mil) e estbmago (21 mil). Com excecdo do cancer de pele ndo melanoma, entre 0s
homens, os tipos de cancer mais frequentes serdo os de préstata (29,2%), célon e reto (9,1%),
pulmao (7,9%), estdbmago (5,9%) e cavidade oral (5%). Ja entre as mulheres, serdo os canceres
de mama (29,7%), c6lon e reto (9,2%), colo do Utero (7,5%), pulméo (5,6%) e tireoide (5,4%)
(Figura 1) (INCA, 2020).

Dentre os diversos tipos de cancer, o de pulméo se destaca por ser um dos canceres que
se desenvolve com maior frequéncia e mortalidade em todo o mundo (GLOBOCAN, 2018;
INCA, 2019), estando entre as neoplasias com menor taxa de cura, devido a dificuldade para o

estabelecimento do diagndstico precoce e a resisténcia a terapéutica (INCA, 2019).
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Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo, exceto
pele ndo melanoma*.

Prostata 65.840 29.2% Mama feminina 66.280 297%
Célon e Reto 20540 9,1% Homens  Mulheres Cdlone Reto 20470 9,2%
Tragueia, Brénquio e Pulméo 17.760  7.9% Colo do dtero 16.710  7,5%
Estémago 13.360 5.9% Tragueia, Brénquio e Pulmao 12.440 56%
Cavidade Oral 11.200 5,0% Glandula Tirecide 11.950 54%
Esdfago 8690 3,9% Estdmago 7870 3,5%
Bexiga 7.590  3,4% Ovario 6650  3,0%
Linfoma n&o Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do Otero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5920 26% Sistema Nervoso Central 5230 23%

* Numeros arredondados para multiplos de 10

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA), 2020.

2.2 BIOLOGIA DO CANCER

O mecanismo de formagao do cancer é chamado de carcinogénese e apresenta multiplas
etapas, que ocorrem normalmente de forma lenta, podendo levar anos para que uma massa
tumoral seja detectada. Este processo é composto por trés etapas: iniciacdo, promogdo e
progressao (ALMEIDA, 2005).

A iniciacdo, primeira etapa da carcinogénese, ocorre quando um agente carcindgeno,
denominado oncoiniciador, incide sobre células normais, em quantidade suficiente para
desencadear alteracdes na molécula de DNA, ou seja, mutacdes genéticas. O material genético
alterado pode nao ser detectado pelos pontos de checagem durante o processo de intérfase, e as
células entram em mitose, gerando células geneticamente alteradas, as chamadas células
iniciadas, de forma irreversivel. No entanto, nesta etapa as células se encontram apenas
alteradas geneticamente, ndo sendo possivel que haja deteccdo de um tumor na clinica
(ALMEIDA, 2005; ESSERS; VERMEULEN; HOUTSMULLER, 2006; YOU; JONES, 2012).

Na segunda etapa, a promocao, as células iniciadas sofrem o efeito de oncopromotores,
agentes carcindgenos que as tornam malignas, alterando a expressdo dos seus genes, por meio
de contato lento e gradual. Caso haja suspensdo precoce do contato com o carcinégeno, a
carcinogénese pode ser interrompida (ALMEIDA, 2005; ESSERS; VERMEULEN;
HOUTSMULLER, 2006; YOU; JONES, 2012). A ultima etapa, a progressao, é caracterizada
pela multiplicagéo descontrolada e irreversivel das células, além de sucessivas mutagdes, em
decorréncia do acumulo de alteragdes celulares ocorridas durantes as etapas de iniciacdo e
promocdo (ALMEIDA, 2005).
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Durante o desenvolvimento do céancer, as células tumorais adquirem habilidades cruciais
para a garantia de sua sobrevivéncia e proliferacdo. Entre elas, estdo: a manutencdo da
proliferacdo celular; evasdo de moléculas supressoras de crescimento, inducdo de processo
inflamatdrio pelo tumor; evasao do sistema imune; ativacdo de metastase e invasao; inducdo da
angiogénese; instabilidade e mutacdo genémica; desregulacdo do metabolismo energético;
ativacdo da imortalidade replicativa e resisténcia a morte celular (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

A manutencdo da proliferacdo das células tumorais é um processo que ocorre
principalmente devido ao aumento da sensibilidade a fatores de crescimento. Ja a evasdo de
moléculas supressoras de crescimento se da por meio da inativacdo de genes supressores de
tumor (MORRIS; CHAN, 2015). Um outro processo de evasdo, o do sistema imune, possibilita
a sobrevivéncia das células tumorais na corrente sanguinea, e facilita a geracdo de metastases
(VINAY et al., 2015). Essas metastases sdo ativadas para permitir que as células escapem do
tumor primario e formem colénias em outras regiées do corpo, onde fatores como nutrientes e
espaco ndo sdo limitantes a proliferacdo celular, inicialmente (HANAHAN; WEINBERG,
2000). A inducdo de angiogénese promove a irrigagdo da massa tumoral com oxigénio e
nutrientes. Ja a caracteristica habilitadora de instabilidade e mutacdo gendémica faz com que o
tumor apresente uma diversidade de tipos celulares, processo que dificulta o tratamento
(SUZUKI; TAKAHASHI, 2013). A desregulacdo do metabolismo energético mantém como
principal fonte de energia a respiracdo anaerdbica e a ativacdo da imortalidade replicativa, o
que faz com que as células tumorais percam ou diminuam a capacidade de entrar em apoptose,
adquirindo resisténcia a morte celular programada (NGO et al., 2015; MOHAMMAD et al.,
2015). Desse modo, o processo pelo qual uma célula normal torna-se neoplésica é caracterizado
por um acimulo de modificacdes como as citadas acima (Figura 2) (HANAHAN; WEINBERG,
2011).
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Figura 2 — Caracteristicas habilitadoras do cancer.
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Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011.

Todas essas caracteristicas habilitadoras sdo adquiridas por meio de sucessivas
alteragfes (mutacdes) no genoma celular. Uma vez que o funcionamento dos processos de
crescimento, desenvolvimento, diferenciacdo e morte das células do corpo humano é regulado
por genes, alteracdes cromossémicas que promovam modificacfes na arquitetura destes, podem
resultar no surgimento do céncer (JORDE et al., 1999). Essas alteracbes desencadeiam
maltiplas mutagdes em genes envolvidos no processo de diferenciacdo celular normal e
proliferacdo: os proto-oncogenes. Estes, por sua vez, sdo ativados, tornando-se genes
promotores de tumor, 0s oncogenes, que passam a impulsionar a multiplicacdo das células, uma
vez que promovem a desregulacdo do ciclo celular, assumindo um papel fundamental no
processo de patogénese do cancer (JAN & CHAUDHRY, 2019; ABEL & DIGIOVANNI,
2011).

O ciclo celular € um mecanismo completamente regulado para coordenar o processo de
divisdo em células normais. Entre cada uma dessas fases, mais especificamente entre Gl e S
(G1/S) e G2 e M (G2/M), existem alguns obstaculos, os chamados pontos de checagem, que
sdo responsaveis pela continuidade do ciclo celular e sdo regulados por uma série de proteinas
quinases como as CDKs (quinases dependentes de ciclina) (FISHER, 2013; CARVALHO;
RECCO-PIMENTEL, 2007; HEMAISWARYA & DOBLE, 2006).



18

Os genes supressores de tumor apresentam um papel importante nesse processo, uma
vez que fazem parte dessa rede de checagem que evita o crescimento descontrolado das células.
Um exemplo de gene supressor de tumor muito estudado nos mais variados tipos de cancer é o
gene p53, que produz uma proteina supressora de tumor com 0 mesmo nome, e que atua como
ponto de checagem no processo de divisdo celular (KORGAONKAR; YADAYV, 2019;
MULLER; VOUSDEN, 2014). A ativacdo do gene p53 em um processo de dano celular, pode
originar duas respostas, sendo elas: a ativacao da proteina p21, um inibidor de CDK que leva a
interrupcdo do ciclo celular e processo de reparo do DNA, ou a inducdo de apoptose, por
ativacdo de genes pro-apoptéticos (KANAPAHIPILLAL, 2018).

2.3 MORTE CELULAR

O mecanismo de morte celular, durante muito tempo, foi caracterizado por uma
sucessdo de eventos, que podem ser resultantes de lesGes ocasionadas por agentes nocivos,
como processos infecciosos, isquemia e presenca de toxinas no organismo. Esses agentes
nocivos agem sobre as células, causando danos que podem ser reversiveis ou irreversiveis,
sendo dificil estabelecer qual fator causa essa irreversibilidade. A producdo desses danos
depende da natureza do agente indutor, da duracdo e da intensidade da lesdo (FILHO, 2006).
Entretanto, descobriu-se que organismos multicelulares possuem a capacidade de induzir morte
celular, como forma de resposta a estimulos intracelulares e extracelulares, ndo somente em
situacOes de lesdo celular (GRIVICICH, 2007).

Geralmente, a morte celular em mamiferos é classificada em dois tipos: necroticos e ndo
necréticos. Na necrose ocorre perda de integridade de membrana celular, com extravasamento
do conteddo intracelular, desencadeando um processo inflamatério. Na morte celular ndo
necrotica o conteudo intracelular é dividido em pequenas vesiculas chamadas de corpos
apoptoticos, estruturas que impedem o extravasamento de material citoplasmatico para o meio
extracelular, para ndo ocorrer uma resposta inflamatéria (HOFMANN, 2020). Entre os diversos
tipos de morte celular descritos, a apoptose e a necrose sao 0s mais investigados, no que diz
respeito as alteragdes morfoldgicas que desencadeiam e em todo o processo de sinalizacdo
celular envolvido (SATO et al., 2020).

A apoptose € uma morte celular programada associada a regulacdo da homeostase
tecidual, que promove um equilibrio entre a proliferacdo e a morte celular. Alem disso, participa

do processo de destrui¢do de células que possam ser deletérias para 0 organismo, como por
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exemplo, as células que sofreram lesdes no seu material genético (ARAVINDARAM et al.,
2010). Esse processo desencadeia mudancas morfoldgicas com padrfes caracteristicos, como
protusdes na membrana plasmatica, condensacdo da cromatina, diminuicdo do volume
citoplasmatico e fragmentacdo do DNA (LY; GRUBB e LAWEN, 2003). O processo de
apoptose envolve a ativacao de diferentes tipos de caspases, sendo elas iniciadoras (caspases 2,
8, 9 e 10) e efetoras (caspases 3 e 7). As caspases iniciadoras sdo responsaveis por recrutar e
ativar pré-caspases e as efetoras tém o papel de clivar proteinas (MOHAMED et al., 2017).
Existem duas vias de ativacdo das caspases: a via intrinseca e a extrinseca. A via intrinseca
ocorre com a participacdo da mitocondria, e culmina na liberacdo do citocromo c, que forma
um complexo com a APAF-1 (Fator de Ativacdo de Protease Associado a Apoptose 1) e a pro-
caspase 9, liberando a caspase 9 em sua forma ativada. A ativacdo da caspase 9 culmina na
ativacdo da caspase 3 e outras caspases efetoras, dando inicio a apoptose. Ja a via extrinseca é
desencadeada pela ligacdo a receptores de morte, capaz de ativar uma cascata de caspases
(TSUJIMOTO e SHIMIZU, 2007; KOFF, RAMACHANDIRAN, MIZRACHI, 2015).

Durante o processo de carcinogénese, mutacdes ou delecdes podem afetar genes que
regulam o processo de apoptose, impedindo que este mecanismo atue na protecdo celular
(PIERCE, 2004). Defeitos nesse processo, por sua vez, contribuem para a progresséo tumoral
e expressdo do fendtipo de malignidade por permitir a sobrevivéncia das células mutadas,
levando ao acimulo de mutagdes e a instabilidade genética (IBUKI e GOTO, 2004).

A necrose é caracterizada pelo aumento do volume de organelas celulares, como o
reticulo endoplasmatico e mitocondrias, além de perda de integridade de membrana (ruptura),
lise celular, com nucleo praticamente intacto, ao contrario da apoptose. Geralmente, a morte
celular por necrose é seguida de processos inflamatérios (NIKOLETOPOULOU et al., 2013).
A necrose pode ocorrer em canceres quando o nimero de células tumorais supera a formacéo
de vasos sanguineos responsaveis pela nutricdo da massa tumoral, culminando em um quadro
de hipdxia celular (YU et al., 2020).

2.4 CANCER DE PULMAO

O céncer de pulméo € um grave problema de satide mundial, sendo o primeiro em todo
o0 mundo em mortalidade e segundo em incidéncia. No Brasil, € o segundo mais comum em
homens e mulheres (com exce¢do do cancer de pele ndo melanoma), representando cerca de
13% de todos os novos casos de cancer (SUNG, 2021; INCA, 2020). Usualmente, a
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denominagdo cancer de pulméo é utilizada para se referir a tumores decorrentes do epitélio
respiratdrio, o que inclui os brénquios, bronquiolos e alvéolos (ROSKOSKI, 2017).

O principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de pulméo €, sem divida,
0 tabagismo, Vvisto que a exposi¢ao continua aos carcin0genos presentes no tabaco promove a
inducdo de uma alta taxa de mutacéo nas células pulmonares (SEMENOVA et al., 2015).

Um grande problema no diagndstico do cancer de pulmé&o esta relacionado com a sua
deteccdo, pois carcinomas de pulméo geralmente sdo detectados no estagio 1V, em sua forma
metastatica. Essa metastase pode ocorrer via vasos linfaticos ou vasos sanguineos. A invasao
vascular pode ser também observada em tumores de baixo estagio, um problema que pode
acarretar 0 aumento da recorréncia, assim como na reducdo da sobrevida dos pacientes
(POPPER, 2016). No que diz respeito a sua forma metastatica, os carcinomas pulmonares
possuem predilecbes por alguns 6rgdos, como 0s 0ssos, cérebro e glandulas adrenais. Nos
ultimos anos, por exemplo, estdo cada vez mais sendo vistas metastases cerebrais derivadas de
adenocarcinomas pulmonares, com mutacbes nos receptores de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) (SHIN et al., 2014; TAMURA et al., 2015; HENDRIKS et al., 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 90% dos canceres de
pulmao podem ser classificados histologicamente em dois grupos: cancer de pulméao de células
pequenas (CPCP, do inglés small cell lung cancer - SCLC), que corresponde a 15% dos
tumores, e cancer de pulmao de células ndo pequenas (CPCNP, do inglés non small cell lung
cancer - NSCLC), com maior incidéncia, correspondendo a 85% dos casos de cancer de pulméo
(INAMURA, 2017). Alguns aspectos sdo considerados para essa classificacdo histoldgica,
como as diferencas na localizagdo anatdbmica, na ocorréncia de metéstases, na eficacia
terapéutica e nas manifestacdes clinicas (TRAVIS, 2011).

Os CPCNPs podem ser classificados em trés grupos: adenocarcinoma, carcinoma de
células escamosas e carcinoma de células grandes. O adenocarcinoma representa 40% dos casos
e normalmente é diagnosticado em pacientes fumantes, além de, curiosamente, ser prevalente
em pacientes fumantes passivos. O carcinoma de celulas escamosas corresponde a cerca de
30% dos casos de cancer de pulmdo, relaciona-se com a regido brénquica, sendo também
diagnosticado em fumantes. Um dado importante sobre o carcinoma de células escamosas € que
um prognostico ruim pode estabelecer uma baixa expectativa de vida para pacientes recém-
diagnosticados, de apenas 5 anos (SANTARELLI et al., 2018). O carcinoma de células grandes
(15 a 20% dos diagnosticos) é o subtipo que possui tendéncia a gerar metastases de maneira
precoce, dificultando o tratamento dos pacientes (CHEN et al., 2014; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019; RELLI et al., 2019).
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De maneira geral, os CPCNPs manifestam-se como massas pulmonares periféricas ou
nodulos pequenos, geralmente associados ao acometimento pleural (ou derrame pleural). Em
contrapartida, os CPCPs aparecem como massas centrais com crescimento nos brénquios
(TRAVIS, 2011; INAMURA, 2017). Para entender melhor a biologia das CPCNPs, Giard e
colaboradores (1973) desenvolveram um conjunto de linhagens celulares derivadas de tumores
solidos humanos, entre elas a linhagem A549, que foi coletada durante a resseccao cirurgica de
um paciente do sexo masculino, com 58 anos de idade. Apds o seu estabelecimento, percebeu-
se que essa linhagem apresenta boas caracteristicas de cultura, tornando-se um atrativo modelo
de pesquisa para o estudo dos diferentes mecanismos de substancias anti-CPCNP (GAO et al.,
2016).

2.5 PRINCIPAIS TRATAMENTOS DO CANCER

As ferramentas terapéuticas utilizadas nos tratamentos contra os mais variados tipos de
cancer podem ser realizadas de forma local (ressec¢éo cirurgica, radioterapia e fototerapia) ou
sistémica (quimioterapia, terapia hormonal, imunoterapia e terapia alvo). A depender da
gravidade da doenca € escolhido o tratamento mais apropriado (PALUMBO et al., 2013;
RAMAKRISHNAN; GABRILOVICH, 2013).

Dentre os citados, os principais tratamentos utilizados para o cancer sdo a cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. A cirurgia consiste na retirada do tumor que estd em
desenvolvimento no paciente oncoldgico. Ela ndo ¢ indicada para todos os tipos de cancer,
havendo a necessidade, por exemplo, de combind-la a uma terapia adjuvante com
quimioterapicos, apos a intervencdo cirdrgica, visando eliminar células tumorais remanescentes
e combater micrometastases (MINISTERIO DA SAUDE, 2020; MCLEOD, 2013).

A radioterapia, por sua vez, quando utilizada no tratamento do cancer, é realizada através
do uso de radiacOes ionizantes que danificam o material genético das células, tornando-as
incapazes de se proliferar. Esse tipo de tratamento pode ser realizado de forma Unica ou em
associacdo com a quimioterapia (SAWANDA,; DIAS; ZAGO, 2006).

A quimioterapia € realizada através do uso de medicamentos quimioterapicos, também
conhecidos como antineoplasicos. Esses medicamentos agem sobre as células tumorais e
também sobre as células normais do organismo, o que acaba por ocasionar efeitos colaterais

adversos, causando transtornos aos pacientes (ARANHA, 2014).



22

Os efeitos colaterais dos quimioterapicos compreendem: perda funcional, transtornos
hormonais, alopecia, ndusea e voémito, que se da principalmente pelo mecanismo de ac¢do dos
antineoplasicos e incapacidade de diferenciar células tumorais de células normais (FERREIRA,;
FRANCO, 2017). Essas duas ultimas formas de tratamento (radioterapia e quimioterapia)
também afetam células imunes e células inflamatdrias, o que compromete a resposta imune
contra a doenca (GRIVENNIKOV et al., 2010).

Uma das estratégias de tratamento utilizadas nos estagios avangados do cancer de
pulmdo geralmente consiste em 4 ciclos de quimioterapia, normalmente baseada no uso de
cisplatina, com adicdo de um agente citotdxico ou citostatico de terceira geragdo, como o anti-
EGFR (do inglés, Epidermal Growth Factor Receptor) e anti-VEGFR (do inglés, Vascular
Endotelial Growth Factor Receptor) (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2018). No entanto, a
falta de seletividade se tornou um dos maiores problemas associados aos antineoplasicos
utilizados no tratamento quimioterapico convencional do cancer de pulmdo, uma vez que
desencadeiam uma série de efeitos adversos nos pacientes (FATHI KARKAN et al., 2017;
SADHASIVAM; SUGUMARAN, 2020; XIONG et al., 2020). Dessa forma, assim como para
outros tipos de cancer, percebe-se a cada dia a necessidade da implementacdo de novas
alternativas no combate as lesdes causadas pelo céancer de pulmdo (ALBERTS, 2003). A
utilizacdo de substancias derivadas de produtos naturais vem representando a estratégia mais
bem sucedida para a descoberta de novos medicamentos usados na terapia anticancer
(BEZERRA et al., 2008).

Diante disso, faz-se necessaria a busca por terapias alternativas mais potentes, seletivas
e com menos efeitos adversos do que as terapias ja existentes, visando a qualidade de vida do
paciente (EGGERMONT; ROBERT, 2012).

2.6 PRODUTOS NATURAIS NO TRATAMENTO DO CANCER

Dentre as fontes de produtos naturais existentes, mineral, vegetal e animal, os derivados
vegetais, devido a grande diversidade vegetal existente, s&o a mais rica fonte de moléculas com
potencial atividade biologica (ARANHA, 2014).

O Brasil possui 20% de toda a diversidade vegetal do mundo, com um grande namero
de espécies endémicas (OLIVEIRA, 2016). Essa rica diversidade é um impulsionador
socioeconémico para o pais, além de ser uma ampla fonte de potenciais farmacos utilizados no
tratamento de enfermidades (NEWMAN E CRAGG, 2016). O semiarido nordestino possui uma
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vegetacdo caracteristica do seu bioma, a Caatinga, de onde séo retiradas inimeras espécies com
propriedades medicinais, muito utilizadas na formulagéo de produtos fitoterapicos. No entanto,
ainda sdo escassos 0s estudos que avaliam as propriedades quimicas e bioldgicas das espécies
vegetais dessa regido, diante da grande diversidade apresentada (SANTOS et al., 2018).

Além do uso direto das plantas medicinais como medicamentos, é possivel ainda,
através de estudos sobre a composi¢do quimica destas plantas, obter diversas moléculas com
potencial atividade bioldgica. Metabolitos secundarios produzidos por plantas foram a base
para o isolamento de diversos principios ativos hoje muito utilizados na pratica medicinal.

Os produtos naturais sdo intensivamente estudados e utilizados em terapias anticancer,
uma vez que sdo capazes de melhorar a eficacia do tratamento quimioterapico, além de
promover a reducdo da resisténcia dos tumores ao tratamento e dos efeitos adversos,
ocasionando um aumento na qualidade de vida dos pacientes (ANDRADE et al., 2019). A
primeira droga anticancer desenvolvida a partir de um produto natural foi a podofilotoxina,
isolada em 1947 da espécie Podophyllum peltatum, o que possibilitou a descoberta de outras
drogas derivadas de produtos naturais, como o etoposideo (Etopophos®), paclitaxel (Taxol®),
vimblastina (Velban®) e vincristina (Oncovin®) (COLEGATE et al., 2008). Drogas como a
vimblastina e o paclitaxel atuam diretamente nos microtibulos, interferindo em sua estrutura e
funcdo, agindo em vias apoptoticas, por meio de mecanismos que envolvem a expressdo de
proteinas da familia BCL-2 (DOSTAL e LIBUSOVA, 2014).

Sé&o observados diversos efeitos terapéuticos promovidos pelos produtos naturais, como
antioxidantes, antiproliferativos e pro-apoptoticos, nos mais diversos tipos de cancer (prostata,
mama, colorretal, cérebro, melanoma, pancreas e leucemia (LIU et al., 2015). Cerca de 77%
dos farmacos empregados na terapia do cancer sdo provenientes de produtos naturais e a busca
por moléculas ativas com atividade citotoxica tem sido de grande importancia para o tratamento
dessa doenca (NEWMAN E CRAGG, 2016).

2.7 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario das plantas, que 0s
sintetizam como mecanismo de comunicacdo e defesa. A sintese e 0 acimulo dos 0leos
essenciais ocorrem devido a presenca de estruturas secretoras, como os tricomas glandulares
(Lamiaceae), cavidades secretoras (Myrtaceae e Rutaceae) e ductos de resina (Asteraceae e
Apiaceae) (PAVELA; BENELLI, 2016).
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Os oOleos essenciais sd80 compostos por uma mistura de substancias volateis,
normalmente odoriferas e liquidas, lipofilicas, insoliveis em agua e soluveis em solventes
organicos. Podem ser incolores ou com coloracdo ligeiramente amarelada, apresentando
densidade menor que a agua. Quimicamente, sdo derivados de terpenos e fenilpropanoides
(ALEKSIC; KNEZEVIC, 2014). Os terpenos constituem a maior classe desses produtos
naturais, sdo derivados do isopreno (C5) e classificados em monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK,
2009). A biossintese dos terpenos geralmente ocorre por duas rotas principais: a do acido
mevalbnico e a do metileritritol fosfato (MEP). A rota do &cido meval6nico ocorre no
citoplasma da célula vegetal, sendo este composto proveniente da unido de unidades de acetil
coenzima A (acetil-CoA). A rota do MEP ocorre nos cloroplastos, sendo esse oriundo de
unidades de piruvato e gliceraldeido-3P (DEWICK, 2009).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais geralmente compreende de 20 a 60
constituintes em concentragcdes distintas, caracterizados por dois ou trés componentes
majoritarios, com concentragdes elevadas, que variam de 20% a 70% (BAKKALI et al., 2008).
Essa composicdo pode sofrer variagdes de acordo com a espécie, métodos de cultivo, idade da
planta, caracteristicas do solo, fatores climaticos, tempo de secagem e estocagem. Os estimulos
ambientais podem redirecionar a rota metabdlica de producdo desses 6leos, desencadeando a
biossintese de compostos distintos (MANOSROI et al., 2006; BLANK et al., 2010; GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). Desta forma, torna-se necessaria a escolha do melhor momento e
processo de extracao, para a obtencdo de substancias especificas e de maior quantidade de 6leo
essencial (MATIAS et al., 2016).

Devido & sua volatilidade, os dleos essenciais podem ter sua composi¢do quimica mais
bem analisada, em comparacdo aos compostos ndo-volateis, por meio de técnicas de
cromatografia gasosa. Além disso, a combinacdo dos seus constituintes com baixo peso
molecular e carater apolar pode conferir aos 6leos essenciais uma excelente biodisponibilidade
(LESGARDS et al., 2014)

Os o6leos essenciais constituem uma fonte importante de compostos com potencial
anticancer. Diversos estudos relatam os efeitos antitumorais dos 6leos essenciais e seus
constituintes, em modelos in vitro e in vivo (REN et al., 2018; KUBATKA et al., 2019;
ANUNCIAQAO et al., 2020; JAMALI; KAVOOSI; ARDESTANI, 2020). Nesse contexto,
pesquisas que avaliam o potencial anticancer dos 6leos essenciais e seus constituintes estdo
crescendo ao longo dos anos, com a finalidade de encontrar novas substancias bioativas

naturais, que possam ser utilizadas nas terapias anticancer.
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2.8 FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae compreende aproximadamente 4600 espécies, distribuidas em 140
géneros de arbustos lenhosos e arvores de porte alto, localizadas em regiGes tropicais e
subtropicais. Esta familia possui centros de diversidade na América do Sul, sudeste da Asia e
Australia. No Brasil, esta entre as familias com o maior nimero de espécies, compreendendo
cerca de 1034, representada por 23 géneros de ocorréncia em todas as regides do pais. As
espécies podem ser reconhecidas por caracteristicas como folhas aromaticas com numerosas
glandulas sebaceas, flores polistémones com ovario epigeno, geralmente actinomorfas, partes
de flores em multiplos de gquatro ou cinco, ovario meio inferior a inferior, floema interno e
fossas nos vasos do xilema (GOVINDARAJAN e BENELLI, 2016; RAPOSO et al., 2018;
MCCOOK-RUSSELL et al. 2012; AZEVEDO et al., 2016).

As espécies da familia Myrtaceae sdo fontes ricas em metabdlitos secundarios, pois
crescem sob condicdes ambientais adversas, em exposi¢do a luz solar, chuva, seca, inundacdes.
Geralmente, a producdo destes metabdlitos esta envolvida no mecanismo de defesa das plantas
(MORO, 2010; OLIVEIRA, 2016).

Dentre os géneros encontrados na familia Myrtaceae, destaca-se o género Myrcia, por
ser um dos mais representativos da familia, com aproximadamente 770 espécies (GOVAERTS
etal., 2019; LUCAS et al., 2007, 2018). No Brasil, 0 género esta representado por 393 espécies
distribuidas em todos os estados e dominios fitogeograficos, sendo 304 espécies endémicas
(FLORA DO BRASIL, 2020). Uma grande parte das espécies de Myrcia possui inflorescéncia
do tipo panicula, uma caracteristica que as diferencia dos demais géneros da familia
(BAROSSO et al., 1984). Algumas espécies sdo utilizadas na medicina popular, principalmente
na forma de infusdes. No tratamento da diabetes, por exemplo, séo feitas infusdes das folhas ou
da planta inteira de espécies como Myrcia (M.) punicifolia (Kuhnt) DC., M. speciosa (Amsh.)
Mc Vaugh, M. amazonica DC., M. citrifolia (Aubl.) Urb., M. guianensis (Aubl.) DC., M.
multiflora (Lam.) DC., M. salicifolia DC., M. sylvatica (G. Mey) DC., M. uniflora DC. E
Eugenia punicifolia (Kunth) DC. (LE COINTE, 1934; COIMBRA, 1994; CRUZ, 1995; VAN
DEN BERG, 2010; SILVA et al., 2015; JORGE; AGUIA; SILVA, 2000)

Diversos 6leos essenciais e extratos de plantas do género Myrcia tém sido investigados
nos ultimos anos, devido aos seus potenciais antibactericidas, inseticidas, leishmanicidas,
antioxidantes e anti-inflamatérios e citotoxicos (SANTANA et al., 2021; GOMES et al., 2020;
CALAO, 2014; SANTOS et al., 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial citotoxico do 6leo essencial das folhas de Myrcia splendens em
linhagens de adenocarcinoma de pulmao (A549), melanoma (B16-F10) e leucemia monocitica
aguda (THP-1).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar quimicamente o 6leo essencial das folhas da Myrcia splendens;

2) Avaliar a viabilidade celular nas linhagens A549, B16-F10 e THP-1 apds tratamento
com Oleo essencial da Myrcia splendens;

3) Auvaliar o efeito do tratamento com o 6leo essencial da Myrcia splendens na formacéo
de col6nias na linhagem A549;

4) Analisar o efeito do tratamento com o 6leo essencial da Myrcia splendens na migracao
da linhagem A549;

5) Auvaliar as alteracbes morfoldgicas na linhagem A549 ap@s tratamento com o 6leo

essencial da Myrcia splendens;
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4 METODOLOGIA
4.1 OBTENCAO E DILUICAO DO OLEO ESSENCIAL DE Myrcia splendens (OEMS)

Para a obtencdo do 6leo essencial de Myrcia splendens (ASE 33399), as folhas foram
coletadas e processadas de acordo com os procedimentos usuais para a familia e os materiais-
testemunho foram depositados no Herbario da Universidade Federal de Sergipe (UFS). A coleta
e identificacdo das espécies foram realizadas em colaboragdo com o Prof. Dr. Adauto de Souza
Ribeiro (Departamento de Biologia/UFS). O 6leo essencial de Myrcia splendens (OEMS) foi
obtido em colaboracdo com a Profa. Dr. Samisia Maria Fernandes Machado (Departamento de
Quimica/UFS). A extracdo do OEMS foi realizada pelo método de hidrodestilacéo, utilizando
o aparelho de Clevenger modificado, durante 3 horas. Em seguida foi seco sobre sulfato de
sodio anidro e mantido no escuro a 4°C antes do uso. O OEMS foi obtido com rendimento de
0,3% (m/m). Para cada ensaio de citotoxicidade foi feita uma solucao estoque do dleo essencial
a 0,02g diluida em 100uL de dimetilsulféxido (DMSO). A partir da solucdo estoque foram
preparadas dilui¢des seriadas (100 a 2,5 ug/mL) em meio RPMI (Sigma- Aldrich®), as quais

foram utilizadas nos testes de in vitro.

4.2 ANALISE QUIMICA DO OEMS

A composicdo do oleo foi avaliada por Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC/MS). A GC analitica foi realizada no
cromatdgrafo de gas Hewlett-Packard 6890 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) com
sistema de manipulacéo de dados HP GC ChemStation Rev. A.05.04, equipado com um Unico
injetor e dois sistemas de detec¢do de ionizacdo de chama (FID). O divisor Graphpack (Agilent
Technologies, parte no. 5021-7148) foi usado para amostragem simultanea em duas colunas
capilares de silica fundidas Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, EUA) com diferentes fases
estacionarias: SPB-1 (polidimetilsiloxano 30 m x 0,20 mm id, espessura do filme 0,20 um) e
Supelcowax-10 (polietilenoglicol 30 m x 0,20 mm id, espessura do filme 0,20 pm). O programa
de temperatura do forno foi 70-220 ° C (3 ° C.min — 1), 220 ° C (15 min), com temperatura do
injetor: 250 ° C, gas portador: hélio, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm.s™; razdo de
divisdo 1:40; temperatura dos detectores: 250 ° C. A GC-MS foi realizada em um cromatografo
de gas Hewlett-Packard 6890 equipado com uma coluna de silica fundida HP1

(polidimetilsiloxano 30 m x 0,25 mm id, espessura de filme de 0,25 um) com interface com um
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detector seletivo de massa Hewlett-Packard 5973 (Agilent Technologies), operado pelo
software HP Enhanced ChemStation, versdo A.03.00. Os pardmetros de GC séo descritos
acima, com temperatura de interface: 250 ° C, temperatura da fonte MS: 230 ° C, temperatura
quadrupolo MS: 150 ° C, energia de ionizacdo: 70 eV, corrente de ionizacdo: 60 mA, faixa de

varredura: 35-350 unidades, e scans.s — 1: 4.51.

Os componentes do 6leo essencial foram identificados por seus indices de retencéo nas
colunas SPB-1 e Supelcowax-10 e de seus espectros de massa. Os indices de retencdo,
calculados por interpolacéo linear para tempos de retencdo de C8-C23 de n-alcanos, foram
comparados com os de amostras de referéncia incluidas na base de dados da Faculdade de
Farmécia da Universidade de Coimbra. Os espectros de massa adquiridos foram comparados
com os espectros de referéncia do banco de dados do laboratorio e biblioteca Wiley/NIST.
Quantidades relativas de componentes individuais foram calculadas com base nas areas de

dados brutos do GC sem correc¢édo do fator de resposta do FID.

4.3 MANUTENCAO DAS LINHAGENS IN VITRO

Foram utilizadas as linhagens tumorais de adenocarcinoma de pulmdo (A549),
melanoma (B16-F10) e leucemia monocitica aguda (THP-1) para avaliar a citotoxicidade do
OEMS. Todas as células foram obtidas do banco de células da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ). As células foram cultivadas em meio RPMI (Sigma-Aldrich®) contendo 10%
de soro fetal bovino (SFB), mantidas em estufa umidificada com 5% de CO. a 37 °C. ApGs
atingirem 80% de confluéncia, realizou-se a subcultura. Para o estabelecimento de subculturas,
as células da linhagem THP-1 foram transferidas para um tubo conico de 15mL e centrifugadas
a 1200 rpm por 10 minutos. As linhagens A549 e B16-F10 por serem aderentes, foram soltas
do fundo da garrafa de cultura por tratamento com solucao de tripsina-EDTA, contendo 2,5 g/L
de tripsina (1:250) e 0,38 g/L de EDTA em PBS, por trés minutos, a 37°C. A suspensao de
células foi transferida para um tubo cénico de 15mL contendo meio de cultura com 10% de
SFB, para a inativacdo da tripsina e, em seguida, centrifugada a 1200 rpm, por 10 minutos a
4°C. Todas as linhagens tumorais tiveram seu precipitado de células ressuspenso em 5 mL de
meio RPMI (Sigma-Aldrich®) e a suspenséo de células foi utilizada para a manutencdo das

linhagens em cultura e para as analises experimentais.
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4.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico utilizando Methyl-
Thiazolyl-Tetrazolium — MTT (Sigma-Aldrich®). O MTT é um corante amarelo, que é
reduzido por enzimas mitocondriais e citoplasmaticas a um composto azul denominado
formazan, insoltvel em solucdo aquosa. A reducéo do sal tetrazolio MTT, principalmente pela
enzima mitocondrial succinato desidrogenase (SLATER; SAWYER; STRAULI, 1963), é
muito utilizada em ensaios de avaliagéo de sobrevivéncia e proliferacdo celular, uma vez que
somente as células viaveis reduzem o MTT (amarelo) para o formazan (azul), o qual, uma vez
solubilizado, pode ser quantificado por espectroscopia. Sendo assim, a quantidade de formazan
produzido é proporcional ao numero de células viaveis presentes (MOSMANN, 1983;
DENIZOT; LANG, 1986). As linhagens tumorais de adenocarcinoma de pulmédo (A549),
melanoma (B16-F10) e leucemia monocitica aguda (THP-1) foram semeadas em placas de
cultura de 96 pogos (1x10* células/pogo) e cultivadas em meio RPMI (Sigma-Aldrich®),
contendo NaHCO3 (1,2 g/L), ampicilina (0,025 g/L), estreptomicina (0,1 g/L), e suplementado
com SFB a 10%. As células foram tratadas com diferentes concentracdes dos dleos essenciais
(2,5, 5,10, 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL) durante 24 horas, em incubadora a 37°C e 5% de CO2.

A Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo na concentracdo de 5 pg/mL. Uma

solucdo de MTT a 0,025¢g diluida em 50mL de PBS foi colocada em contato com as células,
que logo em seguida foram incubadas a 37°C por 3h. Apds a retirada do MTT, adicionou-se
dimetilsulfoxido (DMSQ) aos pocos e as placas foram incubadas durante 10 min para a
solubilizacdo dos cristais do sal tetrazolico. Em seguida foi realizada a leitura da densidade
otica (DO) em leitor de microplacas automatizado (Synergy™) a um comprimento de onda de
570 nm. Os testes foram realizados em quadruplicata e em seguida normalizados de acordo com

a seguinte equacdo:

% Viabilidade celular = Abs (células tratadas) — Abs (branco)
x 100

Abs (controle) — Abs (branco)

4.5 ENSAIO CLONOGENICO

Este ensaio consiste em avaliar a viabilidade celular e capacidade de formacdo de

colobnias de células (FRANKEN et al., 2006). As células A549 foram semeadas em placa de 6
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pocos (300 células/pogo) em meio RPMI contendo 10% de SBF e 1% de antibidtico (penicilina
10000 U/mL; estreptomicina 10.000 mg/mL). Apds 24h de incubacdo em estufa com atmosfera
de 5% de COza 37°C, as células foram expostas a concentracdes equivalentes a 0,5x 1Cso, 1X
ICs0 e 2x 1Cs0 do OEMS, por 24h, em estufa, sob as mesmas condi¢des. Dimetilsulfoxido
(DMSO) 0,1% e Cloridrato de Doxorrubicina 25ug/mL foram usados como controle negativo
e controle positivo de morte, respectivamente. Apds o tempo de tratamento, os meios foram
retirados e meio DMEM completo foi adicionado aos pocos, e as células incubadas em estufa
com atmosfera de 5% CO2 a 37°C por 10 dias. Ap6s 10 dias, as células foram fixadas com
metanol + &cido acético (3:1) por 5 min e coradas com cristal violeta 0,5% em agua por 30min.
Ao final do experimento, o padrdo de crescimento em nimero de colbnias das células foi

observado e contado, com auxilio do software Image J.

4.6 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

Os efeitos do OEMS sobre a capacidade migratéria das células tumorais de
adenocarcinoma de pulméo A549 foram avaliados pelo ensaio de cicatrizacdo de ferida (do
inglés, wound healing). Neste ensaio, 4x10° células foram semeadas em placa de 12 pocos e
incubadas por 24h em estufa com atmosfera de 5% de CO2a 37°C. Apds as 24h, os pogos foram
lavados com PBS 1X e um risco foi feito na por¢édo central de cada po¢o, com o auxilio de uma
ponteira amarela (20-200 uL). Os pocos foram lavados com PBS 1X para remover as células
soltas da regido do risco. Em seguida, as células foram expostas a concentracbes
correspondentes a 0,5x ICso, 1x ICso € 2x ICso do OEMS e incubadas por 24h em estufa.
Dimetilsulfoxido (DMSO) 0,1% e Cloridrato de Doxorrubicina 25 pg/mL foram usados com
controle negativo e controle positivo de morte, respectivamente. Durante o periodo de
incubacdo, a area do risco foi observada com auxilio de microscopio 6ptico invertido (Nikon,
T5100) em aumento de 40X, de onde foram capturadas fotografias nos tempos 0, 24 e 48h de
tratamento. A area de fechamento foi mensurada com auxilio do software Image J 1.46, e a
porcentagem de fechamento foi calculada comparando os tempos com o tempo zero, utilizando
a formula previamente descrita (YARROW et al., 2004):

Porcentagem de fechamento (%) = (At=oh— At=h) / At=0n X 100,

onde At=on € a area total no tempo zero (momento em que o risco foi feito) e At=h € a area total

do risco em cada um dos tempos subsequentes.
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4.7 ALTERACOES MORFOLOGICAS — ENSAIO DE DAPI E FALOIDINA/FITC

Neste ensaio sdo avaliadas as alteracdes na morfologia do citoplasma e nucleo celular, que
podem sugerir a inducdo do mecanismo de morte celular por apoptose ou necrose de um
composto (GALLUZZI; VITALE; KROEMES, 2018). As células A549 foram semeadas na
concentracéo de 1x10* em placas de 48 pogos, em meio RPMI contendo 10% de SBF e 1% de
antibiotico (penicilina 10000 U/mL; estreptomicina 10.000 mg/mL). Ap6s 24h de incubacéo,
as células foram expostas a concentra¢des de 0,5x ICsp, 1x 1Cs0 € 2x 1Cso do OEMS e incubadas
por 24h em estufa. Dimetilsulfoxido (DMSO) 0,1% e Cloridrato de Doxorrubicina 25 pg/mL
foram usados com controle negativo e controle positivo, respectivamente. O meio de cultura de
todos os pocgos da placa foi retirado e as células lavadas trés vezes com PBS 1X. Apds a
lavagem, as células foram fixadas com formaldeido 4%, em temperatura ambiente, durante 15
min e, em seguida, lavadas novamente com PBS 1X. Foi realizada a permeabilizacdo das
células utilizando solucdo Triton X-100 a 0,2% diluida em PBS, por 15 min e, em seguida,
utilizou-se a Albumina Sérica Bovina (BSA) a 1%, também diluida em PBS, por 30 min. Para
a visualizacdo do citoesqueleto, as células foram coradas com Faloidina/FITC (25 pg/mL) por
30 min, na auséncia de luz, seguida de 2 lavagens com PBS. O nucleo celular foi contra corado
com DAPI (1 pg/mL) por 10 min, na auséncia de luz. As imagens foram capturadas em aumento

de 200x e 400x em microscopio de fluorescéncia (Olympus, USA).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata de pelo menos trés experimentos
independentes. Para todos os experimentos, o intervalo de confianca de 95% foi utilizado e
valores p<0,05 foram considerados significantes estatisticamente. Analises e graficos, assim
como os valores de 1Cso foram obtidos por meio da utilizagdo do programa GraphPadPrism 6.
O teste utilizado para comparacéo entre grupos foi 0 ANOVA, seguido de pds teste Dunnett ou

pos teste Bonferroni.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE MYRCIA SPLENDENS

A andlise cromatografica do OEMS resultou na identificacdo de 22 constituintes
quimicos, representando 88% do total da amostra. Os resultados da analise por CG-EM
mostraram que o OEMS foi caracterizado por elevados percentuais de sesquiterpenos
hidrocarbonetos (48,5%) e sesquiterpenos oxigenados (39,6%). As porcentagens dos
constituintes e seus indices de retencédo estdo resumidos na Tabela 1.

Foram identificados trés compostos majoritarios: biciclogermacreno (15,4%), e-

cariofileno (10,1%) e germacreno D (8,9%).

Tabela 1. Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de M. splendens
(OEMS) analisados por CG-EM.

Quantidade relativa na

RI? RIP® Compostos* amostra (%)
OEMS
1329 1467 d-Elemeno 2.9
1342 1455 a-Cubebeno 0.5
1369 1487 a-Copaeno 2.2
1380 1536 S-Cubebeno 0.7
1376 1517 S-Bourboneno 1.7
1408 1590 E-Cariofileno 10.1
1422 2130 7-Elemeno 0.5
1427 1600 Aromadendreno 0.3
1442 1662 a-Humuleno 2.4
1466 1699 Germacrene D 8.9
1470 1715 p-Selineno 0.2
1479 1726 Biciclogermacreno 154
1508 1751 o-Cadineno 2.7
1526 2070 Elemol 7.5
1553 2113 Espatulenol 1.6
1557 1975 Oxido de cariofileno 0.6
1562 2063 Globulol 0.6

1576 2079 Guaiol 1.7
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1607 2453 y-Eudesmol 3.7
1622 2215 S-Eudesmol 5.0
1628 2208 a-Eudesmol 51
1639 2196 Bulnesol 7.8
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 48.5
Sesquiterpenos oxigenados 39.6

Total identificado 88.0

) — Compostos listados em ordem de eluigéo na coluna SPB-1.

RI? - indice de retengdo determinado na coluna nio polar SPB-1 em relagéo a

uma série de n-alcanos (Cs-Cas).

RI® - indice de retengo determinado em uma coluna SupelcoWax-10 em relag&o

a uma série de n-alcanos (Cg-Ca3).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO

A atividade citotdxica do OEMS foi avaliada em trés linhagens de células tumorais:

A549 (adenocarcinoma de pulmdo), THP-1 (leucemia monocitica aguda) e B16-F10

(melanoma), por meio do método de MTT, apds 24h de tratamento. Os valores de ICso € 0

intervalo de confianga foram apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade citotéxica do OEMS em linhagens de células tumorais.

Myrcia splendens

Células
1Cso (ug/mL)
20,14
A549
16,46 — 24,64
17,76
B16-F10
9,48 — 33,26
5,37
THP-1
2,17-13,30

Os dados séo apresentados como valores de 1Cso em pg/mL e 0

intervalo de confianga de 95% obtido por regressdo ndo linear

de

trés

experimentos  independentes  realizados em

quadruplicata, da atividade citotdxica avaliada por ensaio de
MTT, apds 24 h de incubagdo.
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O OEMS foi citotdxico em todas as linhagens tumorais testadas, apresentando valores
de ICso de 5,37 pg/mL (2,17 — 13,30) nas células THP-1, de 17,76 pg/mL (9,48 — 33,26) nas
células B16-F10 e 20,14 ug/mL (16,46 — 24,64) na linhagem A549. A doxorrubicina foi
utilizada como controle positivo e apresentou um valor de ICso de 25,51 pg/mL em células
A549. Considerando a relevancia do cancer de pulméo, no que diz respeito as altas taxas de
incidéncia e mortalidade, foi escolhida a linhagem A549 para dar continuidade aos

experimentos.

5.3 AVALIACAO DA FORMACAO DE COLONIAS

Para avaliar se 0 OEMS possui capacidade de inibicdo da formacdo de coldnias de
células A549, foi realizado o ensaio clonogénico. As células foram tratadas por 24h com o
OEMS nas concentracdes de 10, 20 e 40 pg/mL, que correspondem aos valores de 0,5x 1Csyo,
ICs0 e 2x I1Cso, respectivamente. Apos o tratamento, as células foram mantidas em crescimento
por 10 dias, e em seguida foram realizadas as analises. Os resultados obtidos estdo apresentados
na Figura 3.

Observou-se reducdo significativa do namero de coldnias (p < 0,05) no tratamento com
0 OEMS em todas as concentracdes testadas, em comparacdo ao controle negativo. O
tratamento com a Doxorrubicina (25 pg/mL) também causou reducéo significativa (p < 0,05),

em comparacao as células nao tratadas. Os dados estdo representados na Figura 3B.
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Figura 3 - Efeito inibitério do OEMS na formacéo de colénias de células A549.
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Fonte: Autoria propria.

A) Colbdnias formadas apds 24h de tratamento com OEMS nas concentragdes de 10, 20 e 40 pg/mL, em 10 dias
de crescimento. B) Quantificacdo das colbnias relativa as células ndo tratadas. Doxorrubicina 25 pg/mL foi usada
como controle positivo. Média de 3 experimentos independentes, mostrando desvio padrdo. A anélise da diferenca

entre os tratamentos e controle foi realizada por teste Anova One Way com pds-teste de Dunnett (****) p<0,05.

5.4 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

O ensaio de migracao, por meio da técnica de cicatrizacdo de feridas, foi realizado para
verificar os efeitos do tratamento com o OEMS sobre a capacidade migratdria das células A549.
Foram utilizadas as concentracbes de 10, 20 e 40 pg/mL do OEMS, e as analises foram
realizadas nos tempos Oh, 24h e 48h. A Figura 5 mostra o processo de fechamento da ferida na
monocamada de células, com imagens representativas dos pogos. De acordo com os dados
obtidos, foi possivel observar um efeito significativo na capacidade migratoria (Figura 4) de

células A549 na concentragdo de 40 pg/mL a partir de 24h de tratamento.



Figura 4 — Efeito do tratamento com 0 OEMS sobre a migracao das células A549.
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Fonte: Autoria propria.

Efeito do tratamento com o OEMS sobre a migragdo de células A549. A)
Fotomicrografias representativas do ensaio de cicatrizacdo de feridas realizadas apds
0Oh, 24h e 48h de tratamento com as concentra¢Ges 10, 20 e 40 pg/mL, em aumento de
40x. B) Gréafico representando a porcentagem de fechamento da ferida, em que todos os
tratamentos estdo sendo comparados ao controle. Os dados representam a média + DP
de trés ensaios independentes. A Doxorrubicina (25 pg/mL) foi utilizada como controle
positivo. A analise entre os grupos foi realizada com teste Anova Two Way, seguida de
pos teste Bonferroni. Foram feitas comparac@es entre 0s tratamentos com 0 OEMS e o
controle e entre os tempos de tratamento (**) p<0,05.

36
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5.5 ANALISE DE ALTERACOES MORFOLOGICAS - ENSAIO DE DAPI E
FALOIDINA/FITC

As alteracBes morfoldgicas do nucleo e citoplasma de células A549 apds 24h de
tratamento com o OEMS foram avaliadas utilizando-se os corantes DAPI e Faloidina/FITC. A
Figura 5 mostra as alteraces morfoldgicas ocasionadas pelas crescentes concentragdes de
OEMS. De acordo com os dados apresentados, observou-se uma reducdo do volume
citoplasmatico em células A549 na concentracao de 10 pg/mL do OEMS. Na concentracao de
20 pg/mL, além da reducédo do volume citoplasmatico, também foram observadas células com
maior acimulo de DAPI no nuicleo, indicando fragmentacdo de DNA e condensacdo de
cromatina. Nas células tratadas na concentragdo de 40 pg/mL, observou-se um arredondamento
e encolhimento citoplasmatico e nuclear, além de condensacao de cromatina e fragmentacéo de
DNA. O tratamento com a Doxorrubicina provocou importantes alteracdes celulares como
reducdo do volume citoplasmatico, condensacdo de cromatina e fragmentacdo de DNA.

No geral, as alteracdes mais observadas ap6s o tratamento com as concentragfes de
OEMS foram: diminuicdo do nimero de células, arredondamento e encolhimento celular e
reducdo do volume citoplasmatico, caracteristicas de inducdo de morte celular programada.
Para 0 mesmo tempo de tratamento, as alteraces observadas foram mais intensas a medida que

se aumentou a concentracédo do OEMS.



Figura 5 — Efeito do OEMS na morfologia do citoesqueleto e nicleo das células A549.
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Alteragdes morfoldgicas do citoesqueleto e ndcleo de células A549, observadas com coloragéo por

40 ug/mL

DAPI e Faloidina/FITC, ap6s tratamento por 24h com 0 OEMS nas concentragdes de 10, 20 e 40
pg/mL. As setas cheias representam a condensacdo de cromatina e fragmentacdo de DNA; as setas
vazadas representam reducdo do volume citoplasmético e as setas finas o arredondamento e
encolhimento celular. Aumento de 200x. Barra de escala de 20 um. A Doxorrubicina foi utilizada

como controle positivo.
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6 DISCUSSAO

O céncer de pulmé&o é um grave problema de satde publica, estando em primeiro lugar
em termos de mortalidade e segundo lugar em incidéncia em todo o mundo (SUNG et al., 2021).
A estratégia de tratamento mais utilizada em pacientes com cancer de pulmao é a quimioterapia,
geralmente aplicada em estagios mais graves da doenca. Os agentes antineoplasicos utilizados
no tratamento quimioterdpico do cancer de pulm&o podem apresentar alguns problemas, como
a falta de seletividade para as células tumorais, podendo atingir as células ndo tumorais dos
pacientes e desencadear uma série de efeitos colaterais. (FATHI KARKAN et al., 2017,
SADHASIVAM; SUGUMARAN, 2020; XIONG et al., 2020). Dessa forma, percebe-se a cada
dia a necessidade da implementacéo de novas alternativas no combate aos efeitos causados pelo
cancer de pulméo (ALBERTS, 2003).

A utilizacdo de substancias derivadas de produtos naturais vem representando a
estratégia mais bem sucedida para a descoberta de novos medicamentos usados na terapia
anticancer (RANI; GARG; DUTT, 2021). Nessa perspectiva, 0s 6leos essenciais de plantas e
seus componentes ativos surgem como alternativas ou adi¢des as terapias anticancer atuais
(KUMAR et al., 2015; BRITTO et al., 2012; BHALLA; GUPTA e JAITAK, 2013). Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo do 6leo essencial das folhas da
espécie Myrcia splendens (OEMS) e avaliar o seu potencial antitumoral frente a linhagem de
celulas de adenocarcinoma de pulmao.

Inicialmente, realizou-se a analise do OEMS por CG-EM, em que foram identificados
22 constituintes quimicos, sendo os majoritarios o biciclogermacreno (15,4%), E-cariofileno
(10,1%) e germacreno D (8,9%). O OEMS exibiu uma composic¢do diferente, em comparacao
ao estudo de Scalvenzi et al. (2017), que, na mesma espécie, coletada no Equador Amazénico,
identificou como compostos majoritarios o trans-nerolidol (67,81%), a-bisabolol (17,51%) e
pB-cariofileno (4,21%). Isto pode ocorrer, pois as variagdes na composicdo e quantidade de
constituintes dos 0leos essenciais podem ser atribuidas a presenca de diversos fatores como
local de coleta, sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade hidrica, altitude,
horério da coleta, micro e macro nutrientes, genétipo, idade da planta, época de colheita e
densidade do plantio. Todos esses fatores podem alterar ou coordenar a formacgdo dos
metabolitos secundarios oriundos da planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MORAIS, 2009;
MAROTTI et al., 1994).

Apesar dos constituintes majoritarios do OEMS do nosso trabalho terem sido diferentes

dos constituintes encontrados no trabalho de Scalvenzi et al. (2017), a composi¢do quimica do
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OEMS avaliado em ambos os estudos é compativel no que diz respeito ao predominio de
sesquiterpenos. Estudos anteriores demonstraram que a composicdo dos 6leos essenciais de
outras espécies de Myrcia também apresentou predominio destes (SILVA et al., 2013;
PEREIRA; ZOGHBI; BASTOS, 2010). O composto majoritario encontrado no 6leo essencial
de Myrcia splendens o biciclogermacreno, por exemplo, foi o principal constituinte quimico
observado no 6leo essencial de outras espécies como Myrcia pubpetala (25,2%) e Myrcia
tomentosa (14,71%) (LIMBERGER et al., 2004; SA et al., 2012). Ferreira et al. (2020),
analisando a composi¢cdo quimica do 0leo essencial de Myrcia eximia DC, encontraram o E-
cariofileno como um dos compostos majoritarios, ao avaliar 0s constituintes quimicos presentes
no Gleo apos coleta das folhas em periodo seco (15,71%) e chuvoso (20,3%) (FERREIRA et
al., 2020). Ainda em relacdo a composi¢do quimica, resultados que corroboram com nossos
achados foram observados por Franco et al. (2021), que constataram a presenca dos compostos
germacreno D (20,03%), biciclogermacreno (11,82%) e E-cariofileno (11,04%) como
majoritarios no 6leo essencial das folhas de Eugenia patrisii Vahl, espécie também pertencente
a familia Myrtaceae. Uma vez identificados os constituintes quimicos do OEMS, foram
realizados os ensaios in vitro baseados na reducdo do MTT, para avaliar a citotoxicidade do
OEMS em linhagens de células tumorais.

Segundo Suffness e Pezzuto (1990), para que um 6leo essencial seja considerado um
poderoso agente quimiopreventivo, seus valores de 1Cso devem ser inferiores a 30 pg/mL. De
acordo com nossos resultados, o OEMS pode ser considerado um bom agente antitumoral, uma
vez que os valores de ICsp do OEMS variaram de 5,37 pg/mL a 20,14 nas trés linhagens
avaliadas. Confrontando os nossos resultados, Scalvenzi et al., (2017) relataram que 0 OEMS
ndo apresentou atividade citotoxica contra a linhagem A549, mas para as linhagens MCF-7 e
HaCaT. No entanto, seu composto majoritario a-bisabolol foi citotoxico para as trés linhagens,
com valores de ICso de 27,63 £ 2,01 para A549, 1,24 + 0,03 para MCF-7 e 10,15 £ 0,35 para
HaCaT.

Um estudo de Mohamed et al., (2018) relatou atividade citotoxica em células A549
tratadas com Gleo essencial de Pistacia lentiscus L., que continha germacreno D como um dos
principais compostos. Outro estudo relatou que o germacreno D e o biciclogermacreno, em
sinergismo, foram responsaveis pela alta atividade citotoxica do oleo essencial das folhas de
Porcelia macrocarpa contra células leucémicas (HL-60) (DA SILVA et al., 2013). Além disso,
o biciclogermacreno demonstrou atividade citotdxica potente contra B16F10-Nex2 (melanoma
murino), U87 (glioblastoma humano), HelLa (carcinoma cervical humano), HCT (carcinoma do

c6lon humano), MCF-7 (cancer de mama), Siha (célula tumoral cervical humana) e HFF (célula



41

humana ndo tumorigénica), com valores de 1Cso variando de 3,1 £ 0,2 a 21 + 6 pg/mL, menor
que o valor de 1Csg encontrado para cisplatina (20 = 1 a 53 £ 4 pg/mL), usado como controle
positivo (GRECCO et al., 2015). Em pesquisa realizada por The et al., (2021), avaliou-se o
potencial citotdxico do 6leo essencial das folhas de Polyalthia suberosa, que apresentou como
constituintes majoritarios o biciclogermacreno (26,26%), E-cariofileno (7,79%) e o B-pineno
(12,71%). Os resultados obtidos evidenciaram atividade citotoxica contra as linhagens tumorais
de carcinoma hepatocelular (HepG2), cancer de mama (MCF-7) e adenocarcinoma de pulméo
(A549). Esses estudos demonstram que 0s sesquiterpenos biciclogermacreno, E-cariofileno e
germacreno D s@o compostos que possuem acdo antitumoral e por serem 0s constituintes
majoritarios encontrados no OEMS, sugere-se que possam Sser 0S principais componentes
responsaveis pela acdo antitumoral. No entanto, sdo necessarios estudos que investiguem a acao
desses compostos isolados, para uma definicdo da sua atividade antitumoral.

Um ponto muito importante nesse trabalho foi que o tratamento com o OEMS teve
atividade citotéxica em todos os tipos celulares testados e, devido a estes possuirem
caracteristicas bioldgicas totalmente distintas, isso torna o OEMS um promissor agente
antitumoral. A partir desses resultados, uma vez que as trés linhagens foram sensiveis ao
tratamento com 0 OEMS, estabeleceu-se um critério de escolha, que foi a taxa de incidéncia e
mortalidade do céncer, além da sua alta capacidade de formar metastases. Entdo, linhagem
A549 foi escolhida para dar continuidade a investigacdo do mecanismo de acao antitumoral do
OEMS, visto que atende a esses critérios.

Dentre os ensaios realizados para avaliar o mecanismo de acdo de drogas, estd o ensaio
clonogénico, que determina a capacidade de uma célula sobreviver e se proliferar, formando
uma grande col6nia de células. Este ensaio é amplamente utilizado para examinar efeitos de
drogas com potencial aplicacédo na clinica (MUNSHI; HOBBS e MEYN, 2005). Visto que uma
das caracteristicas da tumorigénese é a colonizacdo de células tumorais, avaliamos se 0 OEMS
teria a capacidade de inibir a formacéao de colonias de células A549. De acordo com 0s N0SS0S
resultados, foi possivel observar uma diminuigdo significativa (p < 0,05) do percentual de
coldnias de células A549, em todas as concentracdes de OEMS avaliadas. Nossos resultados
foram semelhantes aos obtidos no estudo de Dahham et al. (2015), que avaliaram a atividade
anticlonogénica do sesquiterpeno B-cariofileno em células de carcinoma de célon (HCT 116).

Um estudo de Toyang et al., (2013) relatou a atividade anticlonogénica de dois
sesquiterpenos isolados das folhas de Vernonia guineensis, a Vernopicrina e Vernomelitensina,
gue reduziram o numero de col6nias na linhagem celular de adenocarcinoma de prostata (PC-

3), durante o periodo de exposicao de nove dias, em periodo semelhante ao utilizado no presente
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trabalho. Guan e Guan (2020), ao investigarem as propriedades anticancer do sesquiterpeno
artemisinina, observaram uma diminuig8o significativa do nimero de col6nias de células de
cancer de mama altamente agressivo (MDA-MB-123), de maneira concentracdo-dependente.
Os dados encontrados nesses trabalhos, quando correlacionados ao resultado obtido para o
OEMS, geram expectativas quanto ao efeito antitumoral promissor dos sesquiterpenos, visto
que foram a classe de constituintes quimicos identificados em maior abundancia no OEMS.

Sabe-se que os 6leos essenciais, por serem lipofilicos, podem passar pela membrana
citoplasmatica das células, levando-as a apoptose (SIKKEMA; BONT e POOLMAN, 1994), o
que poderia explicar a capacidade dos 6leos de agirem como compostos citotdxicos. Diante
disso, muitos estudos buscam identificar os mecanismos de acdo relacionados a atividade
antitumoral dos Gleos essenciais, apresentando resultados que indicam a participacdo de vias
apoptoticas no efeito citotoxico dos 6leos frente as células tumorais (PATHANIA et al., 2013;
DUYMUS et al., 2014; DA ANUNCIACAO et al., 2020; JAMALI; KAVOOSI e
ARDESTANI, 2020; NIU et al., 2020).

Com o objetivo de evidenciar qual o processo de morte celular poderia estar envolvido
na citotoxicidade induzida pelo OEMS, foi realizado um ensaio de analise morfoldgica,
utilizando os corantes DAPI e Faloidina/FITC, por meio da visualizacdo de alteracdes no nlcleo
e citoplasma das células tumorais tratadas. Nossos dados mostram que o tratamento com o
OEMS promove alteragdes no nucleo e citoplasma das células A549 caracteristicas de uma
inducdo de morte celular por apoptose (ZHANG et al., 2018). Todas as concentragdes
promoveram reducdo do volume citoplasmatico, enquanto que fragmentacdo de DNA e
condensacdo de cromatina, evidenciadas por meio do acimulo de DAPI presente no nicleo das
células, sé foram observadas a partir da concentragdo de 20 pug/mL. Esse efeito apoptdtico
também foi observado no estudo de Pereira et al. (2017), ao avaliarem o 6leo essencial de
Baccharis milleflora (Less.) DC. frente a células de linfoma ndo-Hodgkin (Raji). Além disso,
foram identificados nesse Gleo essencial os constituintes majoritarios biciclogermacreno
(12,16%), germacreno D (11,18%), E-cariofileno (9,28%) e a-humuleno (8,05%), sendo os trés
primeiros 0s mesmos constituintes majoritarios encontrados no OEMS do nosso trabalho. Os
resultados do ensaio com DAPI/Faloidina/FITC para avaliar o mecanismo de morte celular
induzido pelo OEMS estéo condizentes com os resultados do ensaio clonogénico.

Entre os mecanismos envolvidos no desenvolvimento e estabelecimento do cancer, esta
0 processo de migracdo das células tumorais. Durante esse processo, as células tumorais
migram do local priméario para um 6rgdo secundario, sendo um processo critico de invasao, que

permite a adaptacdo dos tumores primarios para a metastase (WOO et al., 2011; HE et al.,
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2014). Essa capacidade migratéria das células tumorais é comumente estudada por meio do
ensaio de migracéo celular utilizado nesse estudo, em que é realizada a descontinuidade da
monocamada de células, e o crescimento celular visando o preenchimento do espaco gerado
ocorre por meio a uma combinacdo de eventos, como a proliferacdo e migracdo celular
(LAMPUGNANI, 1999; YARROW et al., 2004). No entanto, as capacidades migratoria e
proliferativa podem ser diferenciadas em ensaio realizado com um prazo maior que 24h, uma
vez que periodos menores que esse ndo se pode distinguir efeitos na proliferacdo da migragéo
(RODRIGUEZ; WU; GUAN, 2005).

De acordo com os dados obtidos, foi possivel observar que 0 OEMS provocou reducao
significativa da capacidade de migragdo das células A549 na maior concentracdo (40 pug/mL),
a partir de 24h de tratamento, em relacdo ao grupo controle. Estudos mostram que 6leos
essenciais possuem a capacidade de reduzir a migracdo de células tumorais (CHO et al., 2014;
BHAGAT; KUMAR; SURAVAJHALA, 2020). No trabalho de Chen et al. (2018), por
exemplo, o dleo essencial de Eupatorium adenophorum Spreng., constituido principalmente
por sesquiterpenos, reduziu a migracao de células de carcinoma hepatocelular (HepG2). Com
base nos nossos resultados, podemos sugerir que a inibicdo da migracéo in vitro de células A549
pelo OEMS indica seu potencial para controlar a propagacéo metastatica do cancer de pulmao.

Assim, esses dados reforcam o fato de que o OEMS possui uma excelente atividade
antitumoral, capaz de inibir a colonizagdo de células A549, atuando por mecanismos

apoptoticos e reduzindo a capacidade de migracdo dessas células.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, podemos concluir que 0 OEMS possui um alto efeito
citotoxico em células tumorais, provavelmente devido a acdo dos sesquiterpenos, que
apresentam atividade antitumoral bem descrita na literatura. Os achados desse trabalho indicam
que o OEMS pode ser considerado um promissor agente antitumoral. Entretanto, estudos
adicionais, como ensaios in vivo, sao necessarios para confirmar seu mecanismo de acdo e

comprovar sua eficacia.
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