UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA GERAL

LUIZA GABRIELY DALZOTTO

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
OLIBANO E PATCHOULI EM CELULAS JURKAT- MODELO DE
LEUCEMIA AGUDA

PONTA GROSSA

2024



LUIZA GABRIELY DALZOTTO

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
OLIBANO E PATCHOULI EM CELULAS JURKAT- MODELO DE
LEUCEMIA AGUDA

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado para a obtencao de titulo de
Licenciada em Ciéncias Biolégicas na
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Orientadora: Profd. Dra. Carla C. Kanunfre.
Coorientadora: Mestre Laura Lima Verde

PONTA GROSSA

2024



LUIZA GABRIELY DALZOTTO

AVA,LIAQAO DA CITOTOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
OLIBANO E PATCHOULI EM CELULAS JURKAT- MODELO DE
LEUCEMIA AGUDA

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado para obtencéo de titulo de Licenciada
em Ciéncias Bioldgicas na Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Ponta Grossa, 23 de abril de 2021.

Profa. Dra. Carla Cristine Kanunfre — Orientadora
Doutora em Ciéncias Bioldgicas - Fisiologia Humana
Universidade Estadual de Ponta Grossa

Mestre Laura Lima Verde — Coorientadora
Mestre em Ciéncias Biomédicas
Universidade Estadual de Ponta Grossa

Profa. Dra. Cintia Regina Mezzomo Borges
Mestre em Ciéncias Biologicas - Microbiologia
Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof. Dra. Henrriette Rosa de Oliveira Emilio
Doutora em Ciéncias Bioldgicas - Fisiologia Humana
Universidade Estadual de Ponta Grossa


User
Comentário do texto
Eu sou Mestre  :)


AGRADECIMENTOS

Agradeco profundamente a Deus, que por meio da intercessdo de Nossa
Senhora e de Sao Josemaria Escriva, me sustentou ao longo de todo esse processo.
Que, com o Espirito Santo, entre escritas e orac¢des, acalmava meu coragdo e me
concedia forcas e determinacéo para fazer o que me comprometi a fazer.

Agradeco imensamente a minha orientadora e tdo querida Profd. Dr2, Carla
Cristine Kanunfre, que me deu todo 0 apoio necessario ao longo da pesquisa. Sempre
tdo alegre e determinada, muito paciente diante das minhas dudvidas e
guestionamentos e da minha rotina cheia de atividades. Que sempre se mostrava
preocupada, ndo apenas com a minha pesquisa, mas com a minha pessoa... com a
minha saude ao longo do processo. Obrigada por assumir essa missdo comigo. Eu
nao poderia ter escolhido outra orientadora a ndo ser a senhora. Obrigada.

Agradeco a minha amiga, coorientadora e Mestre Laura Lima Verde, que fez
0 possivel e o impossivel para que eu conseguisse finalizar a minha pesquisa a tempo,
me ajudando em tudo o que pode. Que me auxiliou pacientemente, junto com a
professora Carla e que me introduziu nesse mundo da Pesquisa, nesse mundo do
Laboratdrio. O processo se tornou muito mais leve tendo a sua coorientacao. Obrigada
por tudo, Laurinha.

Agradeco aos meus pais, Lurdes Nobres Dalzotto e Geraldo Dalzotto, que
sempre me influenciavam a estudar e a entrar na Universidade, cada um me ajudando
e me impulsionando a sua maneira. Obrigada, maezinha. Obrigada, paizdo. Eu amo
vocés. Agradeco ainda a meu pai, que incontaveis vezes me levou na UEPG, em
horérios fora do meu horério de aula, para que eu pudesse realizar minhas pesquisas.
Obrigada por tudo, pai.

Agradeco a todas as minhas amigas do curso de Licenciatura que tornaram
esses quatros anos mais leves. Gostaria de mencionar as minhas queridas amigas
Estefani, Duda e em especial a minha amiga Isabelle Stremel Godoy, minha
companheira de curso. Esses quatro anos foram muito especiais com a sua amizade,
Isinha.

A todas as pessoas ndo mencionadas aqui, mas que de alguma forma

colaboraram com a realizacao deste trabalho, meu muito obrigada.



RESUMO

Os 6leos essenciais (OEs) de Olibano (Boswellia carterii) e Patchouli (Pogostemon
cablin), apresentam diversas atividades bioldgicas descritas na literatura, incluindo a
atividade antitumoral, todavia existem poucas evidéncias desta atividade frente a
leucemias. Portanto, a finalidade desse estudo foi avaliar o efeito citotoxico destes
Oleos essenciais em células Jurkat, linhagem de linfocitos T, modelo de leucemia
aguda, a qual acomete principalmente criangas e adolescentes. Para tanto, as células
foram plagueadas nas placas de 24 pocos e tratadas por 24 horas com a fase liquida
dos OEs de olibano e patchouli em diferentes concentragées (0-200 pg/mL). A
avaliacdo do efeito citotoxico foi realizada por meio do ensaio de redu¢édo do MTT, que
permite a determinagdo da viabilidade celular. Por meio da utilizagdo do corante
Rosenfeld, as possiveis alteracdes morfolégicas relacionadas ao efeito citotéxico dos
OEs foram investigadas por microscopia optica. Os OEs citados apresentaram
citotoxicidade para as células Jurkat. O OE de olibano gerou reducéo significativa da
viabilidade celular de 52,05% e 75,72%, em relacdo ao controle, nas concentracdes
de 150 e 200 pg/mL, respectivamente. Ja o OE de patchouli gerou significativamente
redugéo da viabilidade celular em 25,62%, 20,71% e 32,69% nas concentracdes de
50, 75 e 100 pg/mL, respectivamente. Foi possivel apenas calcular o ICso do OE de
olibano para as células Jurkat, com valor correspondente a 145,26 pg/mL.
Comparando os efeitos dos OEs na mesma concentracado de tratamento (75 pg/mL),
o OE de patchouli de maneira significativa reduziu a viabilidade celular em 20,71%,
reducdo maior se comparado ao OE de olibano, que reduziu a viabilidade em 11,96%,
embora essa reducéo nao tenha sido diferente significativamente do controle. Ambos
os OEs promoveram reducdo da densidade celular conforme revelado pela analise
morfolégica, porém nao foram observadas altera¢cdes morfolégicas significativas em
relacdo ao controle. Os resultados corroboram com os relatos da literatura quanto a
atividade citotdéxica dos OEs de olibano e patchouli em células tumorais, todavia
outros estudos precisardo ser realizados para respaldar suas indicacbes como
potenciais compostos antitumorais para leucemias.

Palavras-Chaves: Boswellia carterii. Pogostemon cablin. Oleo essencial. Antitumoral.
Citotoxicidade.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o INCA (2022), “Nomeia=se leucemia os canceres das células
sanguineas da medula 6ssea, em sua maioria os glébulos brancos e, geralmente, de
origem desconhecida”. Dentre os tipos de leucemia, ha a leucemia linfocitica aguda,
foco deste trabalho, onde h& o crescimento rapido das células tumorais, sendo os
linfocitos as mais células atingidas. E o tipo de cancer com maior incidéncia em
criancas e adolescentes (menores de 14 anos) (INCA, 2022), representando cerca de
30% de todos os tumores que ocorrem abaixo dos 15 anos (INCA, 2016; Namayandeh
et al., 2020).

De acordo com dados do Sistema de Informacdes Hospitalares do SUS
(SIH/SUS), fornecidos pelo Ministério da Saude, de 2023 e do primeiro semestre de
2024, no Brasil, ocorreram um total de 66.128 casos de Leucemia, com um total de
4.039 Obitos. O tratamento utilizado para a Leucemia é a quimioterapia, onde
medicamentos quimioterapicos sao utilizados a fim de extinguir as células tumorais do
paciente. Porém, devido aos grandes efeitos colaterais, pesquisas estdo sendo feitas
a fim de identificar outros compostos capazes de atuarem como coadjuvantes no
tratamento da Leucemia.

Na literatura, h& pesquisas relacionadas ao uso de 6leos essencias (OE) para
fins terapéuticos. Os 6leos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario das
plantas aromaticas, produzidos como mecanismo de defesa contra predadores e para
atracdo de polinizadores (Gongalves; Guazzelli, 2014). Quimicamente s&0 compostos
complexos, lipofilicos, muito volateis, e com forte aroma, constituidos por
sesquiterpenos, diterpenos, terpenoides, como alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres,
fenilpropanoides (arilpropanoides) e por monoterpenos (Blowmann et al., 2018).

O potencial antitumoral dos OEs estd relacionado a capacidade de
promoverem a parada do ciclo celular, induzir apoptose, modular as vias de reparo do
DNA, reduzir proliferacdo e metastase. (Gautam; Mantha; Mittal, 2014). Dentre os
0leos com potencial antitumoral, neste trabalho consideraremos o OE de Olibano
(Boswellia carterii) e o OE de Patchouli, extraido da espécie Pogostemon cablin.

O OE de Olibano apresenta diversas atividades biologicas, como atividade
antibacteriana e antifungica contra patdégenos (Perveen e Alsayed, 2023), atividade

imunoestimulante, que promoveu a alta proliferacdo de linfécitos T (90%) in vitro
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(Mikahaeil, 2003), além da atividade antitumoral, também j& descrita na literatura
(Frank et al., 2009; Y. Chen et al., 2013).

O OE de Patchouli apresenta diversas atividades biologicas, sendo
encontrados relatos, ndo somente do OE, mas de seus COMpPOStoOS constituintes com
atividade antifangica (Zhou et al., 2018), atividade antimicrobiana (Karimi, 2014),
antioxidante (Paulus, 2020). Neste sentido, existem relatos da atividade antitumoral a
partir de composto majoritario do OE, do alcool de patchouli (patchoulol - PA) (Hu et
al., 2017).

Este trabalho tem como fim investigar a atividade citotoxica dos Oleos
essenciais de olibano e patchouli em células Jurkat, a fim de contribuir na busca por

tratamentos complementares mais eficazes da Leucemia Linfocitica Aguda.


User
Comentário do texto
Será que é interessante citar quais compostos?


10

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
e Avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial de Olibano e de Patchouli, na fase

liguida, em células Jurkat (modelo de leucemia aguda).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Determinar a citotoxicidade da fase liquida do 6leo essencial de olibano e

patchouli em células Jurkat (modelo de leucemia aguda).

e Calcular a concentracdo dos 6leos essenciais avaliados, na fase liquida, que
inibem 50% do crescimento celular (ICso), em culturas de células Jurkat.

o Avaliar possiveis alteracoes morfologicas geradas pelo tratamento de células

Jurkat com os 06leos essenciais de olibano e patchouli.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEUCEMIA

De acordo com o INCA (2022), “Nomeia=se leucemia os canceres das células
sanguineas da medula 6ssea, em sua maioria os glébulos brancos e, geralmente, de
origem desconhecida”.

Foi no inicio do século XIX, que médicos europeus realizaram as primeiras
observacbes em pacientes que apresentavam um numero elevado de glébulos
brancos no sangue, designando assim o distirbio pela expressdao “whiteblood”
(sangue branco). Posteriormente, o termo utilizado para designar o disturbio se tornou
“Leucemia”, derivado das palavras gregas “leukos”, que significa “branco”, e “haima”,
que significa “sangue” (Bennet, 1985) apud (De Palma; Mello).

Quanto a etiologia da leucemia, cabe inicialmente mencionar que é na medula
0ssea que sao produzidas as células tronco sanguineas. Essas células se diferenciam
em dois tipos celulares, cada um comprometido com a formagao de uma grande
linhagem hematoldgica: a linhagem miel6ide, que dard origem as hemacias,
plaguetas, granuldcitos e mondcitos — e a linhagem linfoide— que dara origem aos
linfécitos. No individuo portador de leucemia, essas células sanguineas que ainda nao
atingiram a maturidade, apresentam uma mutacdo genética, obtendo como
consequéncia um crescimento rapido, portanto, se reproduzindo em grande escala e
morrendo menos que as células normais. Sendo assim, as células sadias vao sendo
substituidas, na medula éssea, pelas células cancerigenas (INCA, 2022).

As leucemias séo classificadas baseando-se no crescimento das células
tumorais e de acordo com as células que acometem. Em uma leucemia aguda, ha o
crescimento rapido das células leucémicas, afetando células que ainda nédo se
diferenciaram completamente, ndo conseguindo realizar suas fungdes normais no
organismo. Estas células doentes (chamadas de “blastos”) sdo disfuncionais e
multiplicam-se de forma incontrolavel, acumulando-se na medula 0ssea do paciente.
Ja na leucemia crénica ha o lento crescimento das células leucémicas, sendo uma
doenca de progressédo tardia, permitindo o crescimento de um maior nimero de
células diferenciadas, que geralmente conseguem realizar algumas de suas fungcbes
normais no organismo (Bennet, 1985) apud (De Palma; Mello). A leucemia pode ainda

ser linfoide ou mieloide, de acordo com as células acometidas. Ha mais de 12 tipos
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de leucemias, sendo quatro os principais tipos descritos: Leucemia mieloide aguda
(LMA), Leucemia mieloide cronica (LMC), Leucemia linfocitica aguda (LLA) e
Leucemia linfocitica crénica (LLC) (INCA, 2022).

O Instituto de Céancer, INCA (2022) lancou a Estimativa 2023, mostrando 0s
possiveis numeros de casos:

“O numero estimado de casos novos de leucemia para o Brasil, para
cada ano do triénio de 2023 a 2025, é de 11.540 casos, 0 que
corresponde a um risco estimado de 5,33 por 100 mil habitantes,
sendo 6.250 em homens e 5.290 em mulheres. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 5,90 casos novos a cada 100
mil homens e 4,78 a cada 100 mil mulheres”

Dentre os tipos de leucemia, ha a leucemia linfocitica aguda, onde ha
crescimento rapido das células tumorais, sendo os linfocitos @as'mais células atingidas.
E o tipo de cancer com maior incidéncia em criancas e adolescentes (menores de 14
anos) (INCA, 2022), representando cerca de 30% de todos os tumores que ocorrem
abaixo dos 15 anos (INCA, 2016; Namayandeh et al., 2020). O risco de desenvolver
LLA é ainda maior em crian¢cas menores de 5 anos de idade, de acordo a American
Cancer Society (2024), diminuindo o risco lentamente até 20 anos, o qual aumenta
novamente lentamente apds os 50 anos.

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) pode ser classificada de acordo com as
caracteristicas das células de leucemia, em subtipos L1, L2 e L3 (Tabela 1). A
identificacdo do subtipo é importante para o planejamento do tratamento, que pode
incluir medicamentos, quimioterapia, imunoterapia e transplante de células-tronco.
Conforme descrito pelo grupo French American British (FAB) e apresentado na tabela
1 cabe o destaque as caracteristicas morfologia dos subtipos das LLA (Lee et al.,
1998) apud (Farias, Castro 2004).

Todavia, houve grandes avangos no conhecimento sobre as neoplasias
linfoides e a classificacéo atualizada pode ser encontrada nos documentos da OMS
de 2016 (Swerdlow et al., 2016).

Dentre as caracteristicas genéticas relatadas em células T humanas de
leucemia linfoblastica aguda (LLA-T), em mais de 50% dos casos desta doenca,
ocorreram mutacdes ativadoras de NOTCH1, um gene que regula o desenvolvimento
normal de células T, codificando o receptor transmembrana, importante na regulacao
da proliferacdo celular. Além disso, a ativacdo de fatores de transcricdo oncogénicos

também é uma caracteristica da LLA-T, comumente do rearranjo para loci de
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receptores de células T (Weng et al., 2004). Ainda, relata-se a delecdo dos loci
supressores de tumor CDKN2A/CDKN2B, genes importantes na regulacao do ciclo

celular, sendo observados em mais de 70% dos casos de T-ALL (Hebert et al., 1994).

Tabela 1- Classificacdo Morfologica da LLA

LI SRl Classificacao morfoldgica (FAB) da leucemia linféide aguda

Aspecto morfologico L1 L2 L3

Diametro celular Predomindncia de células  Grandes, heterogéneas Grandes, homogéneas
pequenas, homogéneas

Cromatina nuclear Fina ou aglomerada Fina Fina

Forma do nicleo Regular, pode apresentar Irreqular, podendo Regular, redondo
fenda ou indentacao apresentar fenda ou indentagcao ou oval

Nucléolos Indistintos ou ndo-visiveis Um ou mais por célula, Um ou mais por célula,

grandes, proeminentes grandes, proeminentes

Quantidade de Escassa Moderadamente Moderadamente

citoplasma abundante abundante

Basofilia citoplasmatica Ligeira Ligeira Evidente

Vactolos citoplasmaticos Varidveis Variaveis Evidente

LT = Leucemia linfoide aguda tipo L1; L2 = leucemia linfdide aguda tipo L2; L3 = leucemia linfdide aguda tipo L3.
Fonte: Lee et al. @4,

Fonte: Lee et al., 1998 apud Farias, Castro 2004. FARIAS, Mariela Granero; CASTRO, Simone Martins
de. Diagnéstico laboratorial das leucemias linféides agudas. Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial, V. 40, p. 91-98, 2004. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/jopml/a/hgbmPwpLN5tLzXxRX3kdnSpg/#. Acesso em 18 out. 24

Em relacdo aos dados do Sistema de Informacdes Hospitalares do SUS
(SIH/SUS), de 2023 e do primeiro semestre de 2024, no Brasil, ocorreram um total de
66.128 casos de Leucemia, sendo o maior numero de internagdes concentradas na
regido Sudeste, com 26.484 casos registrados, seguido da regido Nordeste e Sul, com
18.115 e 11.953 casos, respectivamente. Em relacdo ao sexo, do total de 66.128
casos, 37.321 foram do sexo masculino, sendo maior se comparado ao sexo feminino,
com 28.807 casos de internacao registrados. Deste total de casos, 28.103 foram de
criangas e adolescentes, na faixa etaria até os 14 anos de idade. Ainda neste periodo,
totalizaram-se um numero de 4.039 6bitos, sendo 2.241 homens e 1.798 mulheres.
Cabe ainda mencionar que desses 6bitos, 447 foram criancas e adolescentes, até os
14 anos de idade.

De acordo com o levantamento feito no SIH/SUS, nos ultimos cinco anos,
entre o periodo de 2019 a 2023, foram relatados 16.247 casos de Leucemia Linfoide,
a qual atinge células linfoides imaturas da medula éssea. Deste total de casos, 9.254

foram do sexo masculino e 6.993 do sexo feminino, sendo ©'maior nUmero de casos
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ocorridos em pacientes entre a faixa etaria de 0 a 19 anos, com 6.919 casos no
periodo citado.

Nos Estados Unidos, as estimativas realizadas pela Sociedade Americana do
Céancer para os numeros de casos de leucemia linfocitica aguda (LLA) nos Estados
Unidos, para 2024 (incluindo criancas e adultos) sdo cerca de 6.550 novos casos,
3.590 em homens e 2.960 em mulheres. Em relacdo ao niumero de 6bitos, foi estimado
cerca de 1.330 mortes, 640 em homens e 690 em mulheres. Cerca de 3 em cada 4
leucemias infantis sédo LLA, sendo o restante LMAL (American Cancer Society, 2024).

A'maioria’das’leucemias’infantis'sdo agudas, podendo progredir rapidamente,
por esse motivo a importancia do inicio imediato do tratamento. O principal tratamento
utilizado para as Leucemias, seja em adultos ou criancas, € a quimioterapia, a qual
envolve combinacdes de varios medicamentos quimioterapicos. Estes séo
administrados em ciclos, onde cada periodo de tratamento é seguido por um periodo
de descanso, tempo de recuperacdo ao €orpé (American Cancer Society, 2024).
Porém, esses quimioterapicos ndo atuam apenas nas ceélulas neoplasicas, mas
também em todos os tecidos do organismo com rapida proliferacdo. Como resultado,
guando as células normais sdo atingidas, causam efeitos colaterais (Fonseca et al.,
2021).

De forma geral os tratamentos para leucemia apresentam bons resultados,
todavia nem todos os pacientes diagnosticados apresentam uma remissao completa
com a terapia. Dentre 05tipos, a leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T) é
uma das neoplasias hematoldgicas de dificil tratamento. Alguns pacientes, mesmo
ap0s o tratamento, podem apresentar células doentes na medula, a chamada
leucemia refrataria e, em outras ocasifes, a doenca que inicialmente havia regredido
e/lou desaparecido com o tratamento, volta a se manifestar, o que é chamado de
leucemia em recaida (Sousa, 2023)

Face ao exposto, novas pesquisas e abordagens precisam ser propostas e
avaliadas para o tratamento da LLA, para assim aumentar a taxa de remissao e

encontrar uma cura.
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3.2 OLEOS ESSENCIAIS

Atualmente, muito é falado acerca do uso de Oleos essenciais (OES) para fins
terapéuticos (Gautam; Mantha; Mittal, 2014). Quimicamente s&0 compostos
complexos, lipofilicos, muito volateis, e com forte aroma, constituidos por
sesquiterpenos, diterpenos, terpenoides como alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres,
fenilpropandides (arilpropanoides) e por monoterpenos (Blowmann et al., 2018).
Estes Oleos séo produtos do metabolismo secundario das plantas aromaticas. Cabe
comentar que o metabolismo secundario, esta relacionado a producdo de compostos
caracteristicos na planta, normalmente volateis, que a defendem contra predadores e
atraem polinizadores, sendo importantes na perpetuacdo da espécie no ambiente
(Gongalves; Guazzelli, 2014). De acordo com Steffens (2010, p.21),

Os dleos essenciais (...) estdo associados a varias fungdes relacionadas a
sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, tendo entdo um papel
fundamental na sua defesa contra os microrganismos e predadores, assim
como na atragdo de insetos e outros agentes fecundantes.

Segundo Goncalves e Guazzelli (2014, p. 9), os 6leos essenciais podem ser
extraidos de diferentes partes das plantas, como flores, de folhas, de raizes, de frutos,
de graos, de madeira ou de cascas, dependendo da espécie.

A extracdo pode ser feita a partir de diversos métodos, sendo a destilacdo a
vapor um dos mais eficazes, originando 6leos de boa qualidade, com grande parte
dos seus compostos integros. Todavia a industria prefere a destilacdo com arraste a
vapor devido a sua maior simplicidade e economia (Guenther, 1976 apud Steffens,
2010).

Acredita-se que existam no mundo mais de 30 mil espécies vegetais capazes
de produzir éleo essencial. O nome “6leo essencial” se da para o composto vindo
diretamente da planta e este, seguindo determinados padrdes de qualidade
internacional, pode ser utilizado para fins terapéuticos (Amaral, 2015).

De fato, aos OEs séo atribuidas diversas atividades farmacoldgicas, como a
anti-inflamatodria, antioxidante, antiviral, antifingica, antimicrobiana e antitumoral
(Bakkali et al., 2008; Blowmann et al., 2018).

Quanto a atividade antitumoral os mecanismos de agdo dos OES j4 estdo
descritos na literatura, sendo eles: a inducéo de apoptose, parada do ciclo celular,

modulacdo nos mecanismos de reparo de DNA, aumento dos niveis de espécies
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reativas de oxigénio (Figura 1), além de efeitos antimetastatico, antiangiogénico e

antimutagénico (Bakkali et al., 2008; Blowmann et al., 2018).

Figura 1 — Alvos dos OEs nas vias de sinalizagdo das células tumorais

— Lipid bilayer

A
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Fonte: GAUTAM, N.; MANTHA, A. K.; MITTAL, S. Essential oils and their constituents as anticancer
agents: a mechanistic view. BioMed Research International, v. 2014, p. 1-23, 2014. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25003106/. Acesso em: 10 out. 2024.
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3.2.1 Mecanismo de acao dos 6leos essenciais com potencial antitumoral

Os mecanismos de acdo dos OEs estdo mostrados na Figura 1. Os OEs por
serem lipossoliveis a membrana plasméatica 88 OE podem regular diversos
mecanismos de vias de sinalizagcdo envolvidos nos tumores: podem aumentar as
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) que conduz a ativacéo das
caspases 3 e 9 e morte celular por apoptose (Gautam; Mantha; Mittal, 2014). Na
mitocondria celular, os OEs induzem estresse ocasionando a despolarizacdo da
membrana mitocondrial, resultando na liberacéo do citocromo-c promovendo a morte
celular por apoptose. Ainda quanto a regulacao génica, agem como inibidores da DNA
polimerase e induzem a clivagem da enzima poli (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP1)

levando a apoptose (Gautam; Mantha; Mittal, 2014).

3.2.2 Oleo essencial de Olibano (Boswellia carterii)

Pertencente ao género Boswellia, o Olibano (Boswellia carterii) também
conhecido como incenso, ou Frankiensence, € uma planta integrante da familia
Burseraceae, a qual é nativa das regides aridas da Peninsula Arébica, Sul da Asia e
Africa (Amaral, 2015; Perveen; Alsayed, 2023) (Figura 2). O género Boswellia sp.
inclui 43 espécies, dentre elas: Boswellia carterii da Somalia - espécie explorada neste
trabalho, Boswellia sacra de Oméa e Iémen, e Boswellia serrata da india e Chinal (Su,
2012; Suhail et al., 2011).

O Olibano, desde a Antiguidade, j4 era amplamente utilizado para diversos fins,
tanto em rituais religiosos, como em praticas médicas. “As resinas de Boswellia séo
registradas em textos com suas praticas médicas tradicionais em uma civilizagdo
antiga, como a antiga China, Pérsia e India. Posteriormente, foi incluido na
Farmacopeia Chinesa (...). A espécie B. carterii foi usada pela primeira vez como

medicamento tradicional chinés para o tratamento da urticaria” (Huang et al., 2022).
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O dleo essencial de Olibano apresenta diversos beneficios:

“Trata alergias, dores musculares e inflamacdes no corpo, além de
nervosismo, ansiedade, tenséo nervosa e depressao. Em banhos de banheira
abaixa a febre. Em terapias de beleza, pode ser aplicado em peles
ressecadas, feridas, com eczemas, rachadas e envelhecidas, pois ele
promove a regeneracdo cutanea e age como protetor. O dleo essencial de
olibano possui um positivo efeito adstringente sobre o sistema circulatério, é
tonico vascular e fortalece os capilares venosos e arteriais, sendo indicado”
(Amaral, 2015).

A maioria dos OEs de olibano séo obtidos por meio da destilacdo a vapor da
resina da goma oleosa presente nessas espécies. Seu OE apresenta como
componentes mais frequentes o a-pineno, a-tujeno, B-pineno, limoneno, linalool, 1-
octanol, p-cimeno, mirceno ou sabineno, sendo a maioria monoterpenos (Borotova et
al., 2023; Li et al., 2016; Perveen; Alsayed, 2023).

Em um estudo de DeCarlo et al. (2018) foi analisado por cromatografia
gasosa, a composi¢ao quimica de 42 6leos essenciais de Boswellia carterii. Foram
identificados trés quimiotipos distintos entre estes 6leos: um quimiotipo rico em a-
tujeno, um quimiotipo rico em a-pineno e um quimiotipo dominado por metoxidecano,
podendo assim os 6leos essenciais de B. carterii apresentarem estas varricdes em
sua composicdo quimica, tendo um ou outro composto em quantidade mais
significativa. O 6leo essencial utilizado nesta pesquisa é rico em a-pineno e a-tujeno,
sua composi¢cado coma’lobservada no Anexo A.

Na literatura, had estudos que mostram que o olibano apresenta diversas
atividades bioldgicas entre elas a anti-inflamatéria, antiasmatica, antimicrobiana,
efeitos neuro e hepatoprotetivos, antifingicos, antiviral, antioxidante, anti-
hiperlipidémicos, antiartriticos, analgésicos (Huang et al., 2022; Iram; Khan; Husain,
2017; Li et al., 2016). Além disso, apresentou atividade imunoestimulante, que

promoveu a alta proliferagéo de linfocitos T (90%) in vitro (Mikhaeil, 2003).
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Figura 2 - Planta de Olibano (Boswellia carterii)

Fonte: Ferquima Indastria e Comércio. OLEO ESSENCIAL DE OLIBANO Disponivel em:
https://vendas.ferquima.com.br/oleo-essencial-de-olibano.

A atividade antitumoral do OE olibano ja esta relatada na literatura. Frank et al.
(2009) demonstraram que o OE de Boswellia carterii reduziu a viabilidade celular de
maneira dose-dependente em célula de cancer de bexiga (linhagem J82), mas nao
em células normais imortalizadas de urotélio (linhagem UROtsa), indicando uma
seletividade especifica deste OE. Ainda, no estudo de Chen et al. (2013) foi avaliado
a atividade antitumoral do OE de olibano em células de cancer de mama (linhagem
MCF-7), figado (linhagem HepG2), cervical (linhagem Hela), pele (linhagem HS-1) e
pulméo (linhagem A549). Os autores constataram que o OE foi citotoxico de maneira
dose-dependente para todas as linhagens estudadas. Porém dentre essas, as
linhagens MCF-7 e HS-1 foram as mais sensiveis ao tratamento. Os resultados de
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citometria de fluxo mostraram que o OE foi capaz de induzir a apoptose nas células

MCF-7 em concentracdo dose-dependente.

3.2.3 Oleo essencial de Patchouli (Pogostemon cablin)

O ¢6leo essencial de Patchouli, extraido da espécie Pogostemon cablin (Figura
3), é oriundo da regi&o sul da Asia, mais especificamente da india e da Malasia. E um
Oleo denso, amarelado-acastanhado até o verde-acastanhado. Seu nome, Patchouli,
vem do Tamil (“patchai” &€ “verde” e “ellai” é folha), significando folha verde (Amaral,
2015).

O ¢leo essencial de Patchouli € obtido por destilacdo a vapor das folhas de
Pogostemon cablin (patchouli) (Deguerry et al., 2006). E amplamente utilizado na
composicdo de perfumes com as principais fragrancias femininas e masculinas
(Anonis, 2007). Ainda, Haarmann (1985) apud Van Beek (2018) afirma que “este 6leo
€ um dos materiais mais importantes a disposicéo do perfumista”.

A extracdo do oleo essencial de Patchouli no Brasil remonta do Periodo da
Segunda Guerra Mundial. Neste momento, muitos paises ndo estavam conseguindo
adquirir os 6leos essenciais de seu interesse, devido ao abalo na organizacdo e no
transporte comercial entre paises que eram habituais fornecedores. Sendo assim, o
Brasil aumenta a extracdo, comercializacdo e exportacdo de Oleos essenciais para
paises do Ocidente (Amorim, 2007 apud Kuzey, 2021).

Amaral (2015, p. 119), cita importantes propriedades do 6leo essencial de Patchouli:

“Esse oleo essencial possui diversas propriedades terapéuticas, sendo um
excelente tbnico vascular, auxilia no tratamento das varizes e hemorroidas,
eficaz no tratamento de eczemas e dermatoses seborreicas, extremamente
regenerador, hidratante e umectante sobre rachaduras nos pés, maos,
escaras e escamacdes (...) Bom nos tratamentos de alergias e parasitoses.
Elimina rachaduras em pele seca e envelhecida, principalmente nos pés,
joelhos e cotovelos (...)"

O 6leo de patchouli tem uma composicdo complexa como muitos Oleos
essenciais, mas é distinta por ser composta principalmente de sesquiterpenos, sendo
o patchoulol seu principal constituinte. Também, contém um grande nimero de outros
hidrocarbonetos sesquiterpenos, como a-, -, o-patchoulenos, a-guaieno, seicheleno,
a-bulneseno, e outros sesquiterpenos como trans-B-cariofileno, a-humuleno e y-
curcumeno (Deguerry et al., 2006). A composi¢do do 6leo essencial utilizado nesta

pesquisa pode ser como observada no Anexo B.
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Figura 3- Planta de Patchouli (Pogostemon cablin Benth)
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Fonte: WANG, X. et al. GC-MS and UHPLC-QTOFMS-assisted identification of the differential
metabolites and metabolic pathways in key tissues of Pogostemon cablin. Frontiers in Plant Science,
v.14, p. 1-13, 2023. Disponivel em: https://www.frontiersin.org/journals/plant-
science/articles/10.3389/fpls.2023.1098280/full. Acesso em: 16 out. 2024

Em relacéo as atividades bioldgicas do OE de Patchouli, estudos averiguaram
gue 0 mesmo apresenta diversas atividades bioldgicas tais como a antimicrobiana,
antioxidante, analgésico, anti-inflamatéria, antiplaquetario, antitrombdtico,
antimutagénico, antiemético, antidepressivo, antioxidante, antidiabético, anti-
hipertensivo, imunorregulador, antiviral, antifingico, fibrinolitica, inseticida (Junren et
al., 2021; Swamy; Sinniah, 2015). Em relacéo a atividade antibacteriana de compostos
presentes no 6leo essencial de Patchouli, pesquisas mostram que estes causaram
defeitos nas paredes celulares bacterianas semelhantes aos da Benzilpenicilina (Yang
et al., 2013).

Descri¢cdes a respeito da atividade antitumoral do OE de patchouli (P. cablin)

sSao escassas e mais recentes na literatura. Sun et al. (2022) calcularam para este OE
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um ICso de 138,24 pug/mL e 109,32 pg/mL para células de cancer de prostata humano
(LNCaP) e melanoma (B16) de camundongo, respectivamente.

A atividade antitumoral envolvendo componentes presentes no OE de
patchouli, especialmente o alcool de Patchouli (PA) ou Patchoulol € descrita na
literatura. O PA, composto majoritario do OE de patchouli, em sua fase liquida,
demonstrou efeitos citotoxicos em células tumorais de pulméo da linhagem A549,
induzindo a apoptose e parada do ciclo @S células resistentes a vincristina (Liang et
al., 2023). Hu et al. (2017) também relatou a atividade antitumoral deste composto,

onde

“Foi comprovado que o PA tem habilidades antitumorais marcantes contra
HCT116 e SW480 (células de cancer colorretal humano), MCF-7 (células de
cancer de mama humano), BXPC3 (células de cancer de pancreas) e PC3
(células de cancer de prostata humano) (...)".

Na literatura h& relatos da atividade antitumoral do extrato de patchouli (P.
cablin). Chien et al. (2020) observaram que seu extrato reduziu a viabilidade celular
de maneira dose-dependente em todas as células de cancer colorretal (linhagens HT-
29 e CT26) em ensaios in vitro. Entretanto; o extrato foi menos citotoxico para as
células normais (linhagens SVEC e MDCK). O extrato aquoso de patchouli também
apresentou efeito citotoxico frente as células de cancer endometrial (linhagem
Ishikawa) de maneira dose-dependente. Dentre 0s mecanismos envolvidos na
indugdo de apoptose, foi observado a diminuicdo do potencial de membrana

mitocondrial, culminando no aumento da atividade da caspase 3 (Tsai et al., 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os OEs de olibano e patchouli foram adquiridos da empresa Quinari,
localizada na cidade de Ponta Grossa, Paranid. A composi¢cdo dos OEs utilizados

nesta pesquisa pode ser EOMO observada nos Anexo A e B, respectivamente. A

m(g)

densidade dos respectivos OEs foram calculadas através da férmula (Dzv p——

), e em

seguida os OEs foram solubilizados em solucéo veiculo constituido por propilenoglicol
na proporcéao de 25% e etanol PA na proporcao de 75% a fim de preparar uma solucao
mae de Oleo essencial a 100 mg/mL. Posteriormente, essa solucao foi diluida em meio

de cultivo (RPMI-1640) para obter as concentracdes estudadas.

4.2 CONDICOES DE CULTIVO CELULAR

Foram utilizadas células humanas de leucemia linfoide T aguda (Jurkat), que
foram adquiridas do Banco de Células de Oxford, Reino Unido, e gentilmente cedidas
pelo Prof°. Dro. Rui Curi da Universidade de S&o Paulo (USP). As células leucémicas,
que proliferam em suspensdo, foram cultivadas em meio RPMI® 1640 (Vitrocell)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (Vitrocell), 2g/L de bicarbonato de
sédio (Vetec), 2 mM de glutamina (Vetec), 1mM de piruvato de sddio (Sigma Aldrich)
e 1mL/L de antibidtico penicilina e estreptomicina (100 U/mL e 10 mg/mL,
respectivamente) (Cultilab). As linhagens foram mantidas em expansédo continua em

estufa a 37 °C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de COa2.

4.3 TRATAMENTO DOSE-DEPENDENTE

As células Jurkat foram plaqueadas na densidade de 1x10° células/mL (5x10*
células/pogo) em placas de 24 pocgos e mantidas em estufa por 24 horas. Apoés, as
células serédo tratadas com o OE de olibano e patchouli em diferentes concentracdes
(5-200pg/mL) diluidas em meio de cultivo (RPMI-1640). Apoés, as placas foram
mantidas em estufa pelo periodo de 24h de tratamento.
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Como para a solubilizacdo dos 6leos essenciais foi utilizado uma solucao
veiculo de etanol e propilenoglicol (75:25), foram feitos dois controles negativos,
sendo um contendo meio de cultivo (RPMI-1640) e outro solugéo veiculo. Quanto ao
emprego do veiculo, esse teve sua concentracdo final mantida sempre a mesma
independente da concentracdo do 6leo testada. A concentracdo de veiculo utilizada

foi inferior a 0,3%.

4.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Depois de realizado o tratamento celular pelo periodo de 24h, a citotoxicidade
dos OEs foi determinada por meio do ensaio de reducéo do tetrazolato de bromo
(MTT), segundo adaptacdo da metodologia descrita por Mosmann et al. (1983),

conforme descrito no item 4.4.1.

4.4.1 Ensaio de reducéo do tetrazolato de bromo (MTT)

Em resumo, apds o tempo de tratamento, adicionou-se 50 uL de reagente MTT
(5mg/mL) diretamente nas placas, as mantendo em estufa a 37°C, por 1h e 30
minutos. O conteudo das placas foi coletado em tubos de 2 mL e centrifugado por 1:30
minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi removido, e sobre o precipitado celular foram
adicionados 150 puL de DMSO, para a solubilizacdo dos cristais de formazan. A
solucéo foi homogeneizada, e de cada tubo transferiram-se 100 pL para uma placa de
96 pocos, para realizacdo da leitura da absorbancia em uma leitora de placas (Biotek)
a 550 nm.

A viabilidade celular foi expressa em porcentagem (%), sendo calculada a

partir da formula:

Absorbancia das células tratadas

A o —
Viabilidade celular(%) Absorbancia média do controle x100.

4.4.2 Calculo do ICso

A concentracdo minima do OE necessaria para reduzir a viabilidade celular em
50% (ICso), foi calculada a partir dos resultados obtidos do item 4.4.1, ou seja, a partir
da viabilidade celular determinada pelo ensaio de reducdo do MTT. O ICso foi obtido
por meio do emprego da analise de sobrevivéncia pela regressao de Probit, pelo

Método de Finney, utilizando o programa StatPlus (versao 5.9.8).
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4.5 ANALISE MORFOLOGICA DAS CELULAS JURKAT TRATADAS COM OS OES
DE OLIBANO E PATCHOULI

As células foram plagqueadas conforme descrito no item 4.3. Em seguida, as
células foram tratadas com 75 pg/mL dos OEs por 24 horas. Decorrido o tempo de
tratamento, o conteudo de cada poco foi coletado e transferido para um tubo do tipo
eppendorf. Em seguida, de cada tubo foram transferidos 100 pL das células para um
novo tubo eppendorf, e 100 puL de corante Rosenfeld foi adicionado sobre as células
pelo periodo de dois minutos. Apds, adicionou-se 400 pL de 4gua destilada e fervida
por oito minutos.

Posteriormente, os tubos foram centrifugados em velocidade maxima por 30
segundos, e em seguida retirou-se 500 pL do sobrenadante e adicionou-se 400 uL de
agua destilada e fervida. Logo apds, os tubos foram novamente centrifugados e 450
uL do sobrenadante foi retirado, enquanto seu pellet foi homogeneizado nos 50 pL
restantes. Apds, os 50 pL foram transferidos para uma lamina limpa que estava
posicionada sobre uma placa aquecida, e o tempo de espera de secagem foi
monitorado.

Passado o tempo de secagem, laminas foram montadas adicionando-se a
resina sintética Permount e laminulas. A observacdo e captura de imagem foi

realizada por meio do microscépio Optico de luz.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram normalizados em relag&o ao controle, e analisados pelo
programa estatistico Graph Pad Prism versao 5.01. As diferencas entre os grupos
experimentais foram testadas por meio da analise de variancia ANOVA de uma via,
seguido pelo pés-teste de Tukey com intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Os

dados foram expressos como média + erro padrao da média.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir dos dados obtidos, € possivel observar que as células Jurkat se
mostraram responsivas ao tratamento com os 6leos essenciais estudados (Figuras 4
e 5). Em relagdo ao OE de olibano (B. carterii), houve reducgdo significativa da
viabilidade celular em relacdo ao controle (meio de cultivo) de 52,05% e 75,72%, nas
concentracfes de 150 e 200 pug/mL, respectivamente (Figura 4). Diferentemente, em
relacdo ao Patchouli, houve reducéo significativa da viabilidade celular em relagdo ao
controle (meio de cultivo) de 25,62%, 20,71 % e 32,74 %, nas concentragdes 50, 75 e

100 pg/mL, respectivamente (Figura 5).

Figura 4 - Efeito do OE de B. carterii (olibano) na viabilidade de células Jurkat.
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A viabilidade celular (%) foi determinada por meio dos ensaios de reducao de MTT apos 24 horas de
tratamento. Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo da média obtidos de no minimo
trés experimentos independentes, com um n entre 12 e 23. A diferenca estatistica foi obtida por ANOVA
One-way seguido pelo pés-teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 5 - Efeito do OE de P. cablin (patchouli) na viabilidade de células Jurkat.
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A viabilidade celular (%) foi determinada por meio dos ensaios de reducao de MTT apos 24 horas de
tratamento. Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo da média obtidos de no minimo
trés experimentos independentes, com um n entre 12 e 23. A diferencga estatistica foi obtida por ANOVA
One-way seguido pelo pés-teste de Tukey (p < 0,05).

Empregando-se a andlise de Probit e 0 método de Finney, foi possivel calcular
0 IC50 do OE de olibano para as células Jurkat com um valor correspondente a 145,26
+ 6,30 pg/mL, todavia néo foi possivel calcular o ICso para 0 OE de Patchouli.

O dleo essencial de Boswellia carterii tem sido um dos 6leos de olibano mais
extensivamente estudados do género, todavia ainda sédo escassas as informacdes
sobre sua atividade antitumoral contra leucemias, portanto destacaremos essa
atividade reportada para outros tipos de canceres, e 0S mecanismos de acao
envolvidos.

Frank et al. (2009) demonstraram que o OE de olibano (B. carterii) reduziu a
viabilidade celular de maneira dose-dependente de células de cancer de bexiga
(inhagem J82), mas ndo em células normais imortalizadas (linhagem UROtsa),
indicando uma seletividade especifica deste OE. Os pesquisadores ainda observaram
alteracdes morfoldgicas significativas nas células tumorais apés o tratamento de 24h
com o OE de olibano (B. carterii). As células J82 desprenderam-se completamente
das placas de cultivo, ocorrendo um encolhimento celular, enquanto que, as células
UROtsa (células normais) ndo mostraram alteragcbes morfologicas perceptiveis. Os
autores relataram que o OE de olibano ativa genes responsaveis pela parada do ciclo

celular, supresséao do crescimento celular e apoptose em células J82. Dentre os genes
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modulados destacaram CDKN1A, DEDD2, IERS3, IL6, SGK, TNFAIP3, GAD45B e
NUDTZ2, todos genes envolvidos no processo de apoptose.

Ainda existem relatos de que o OE de olibano (Boswellia carterii) também
apresentou citotoxicidade de maneira dose-dependente em células de céncer de
mama (linhagem MCF-7), figado (linhagem HepG2), cervical (linhagem HelLa), pele
(linhagem HS-1) e pulméao (linhagem A549), sendo as células MCF-7 e HS-1 as mais
sensiveis ao tratamento, com um valor de IC50 correspondente a 39,7 e 40,7 ug/mL,
respectivamente. Esses valores de IC 50 foram melhores quando comparado ao
encontrado para células Jurkat, neste estudo. Os resultados da citometria de fluxo
mostraram que o OE foi capaz de induzir a apoptose nas células MCF-7 em
concentracéo dose-dependente (Chen et al., 2013).

Em relacdo ao OE de Patchouli (P. cablin), relatos a respeito da sua atividade
antitumoral, de maneira geral, sdo escassos, quiga contra leucemias. Um artigo'mais
recente na literatura corrobora com a atividade citotoxica do OE identificada neste
trabalho.

Sun et al. (2022) avaliaram o efeito citotoxico do OE de patchouli e calcularam
os valores de ICso de 138,24 pg/mL e 109,32 pg/mL para células de cancer de préstata
humano (LNCaP) e melanoma (B16) de camundongo, respectivamente.

Além disso, o composto majoritario do OE de patchouli, o patchoulol, ja tinha
sido relatado por sua atividade antitumoral. Liang et al. (2023) relataram que o
patchoulol demonstrou ser citotéxico a células tumorais de pulméo (linhagem A549),
induzindo a apoptose e parada do ciclo celular.

Em relacédo a estudos envolvendo células Jurkat, Doll-boscardin et al. (2012)
relataram que os 6leos essenciais de folhas jovens e adultas de Eucalyptus
benthamii foram citotoxicos para células Jurkat, envolvendo vias de indu¢édo de morte
celular por apoptose. Os autores também calcularam um ICso para 0s tratamentos de
24h, correspondentes a 108,33 e 54,96 ug/mL, para o OE de folhas jovens e adultas,
respectivamente. Portanto apresentando valores melhores de ICso quando comparado
com o OE de olibano (B. carterii) calculado neste trabalho.

O 6leo essencial de cladddios de Bacharis milleflora também apresentou
atividade citotoxica em relacdo as células Jurkat, com valores de IC50 correspondente
a 42,91 pg/mL em 24h, sendo mais efetivo que o OE de olibano. Os pesquisadores
também observaram reducéo significativa no contetdo de DNA das células, ocorrendo

parada do ciclo celular (parada em GO/G1) (Pereira et al., 2017)
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Devido a impossibilidade do calculo do ICso para o 6leo de Patchouli, ndo é
possivel afirmar qual OE é o mais citotoxico. Apenas a titulo de comparacdo da
porcentagem de reducgéo da viabilidade celular, o OE olibano na concentragdo de 75
pHg/mL gerou uma reducgao de viabilidade de 11,96% (n=12), menor se comparada ao
OE de Patchouli que reduziu a viabilidade em 20,71% (n=15).

Seguindo a comparacdo dos efeitos entre os OE, foi realizada uma analise
morfolégica das células tratadas com 75 pg/mL dos OEs, olibano e patchouli (Figura
6), porém nao foram observadas alterac6es morfoldgicas significativas em relacéo as
células controle. Foi observado apenas reducdo da densidade celular, sendo mais
evidente para os tratamentos com o OE de Patchouli.

Na Figura 6 no controle (mostrado em A, B) foi possivel observar as
caracteristicas de um linfécito imaturo, com morfologia caracteristica da LLA do tipo
2. blastos de tamanho variavel, relacdo nucleo/citoplasmatica pequena, nucléolos
grandes e bem visiveis (Furlan, 2020). O veiculo empregado para solubilizacdo do OE
também foi analisado (mostrado em C e D) e ndo apresentou diferenca de densidade

e morfolégica em comparacao ao controle.
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Figura 6 — Morfologia das células Jurkat tratadas com os OEs de olibano e patchouli
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Nas imagens A e B estdo mostradas as células Jurkat controle, em aumento de 100x e 400x,
respectivamente. Em sequéncia (C, D) as células Jurkat tratadas com o veiculo pelo periodo de 24
horas na mesma concentracdo empregada nos tratamentos com os OE. Em E e F estdo mostradas as
células Jurkat tratadas por 24h com a fase liquida do OE de olibano na concentrac¢é@o de 75 pg/mL em
aumento de 100x e 400x, respectivamente, e em G e H, as células Jurkat tratadas com OE de patchouli

respectivamente em aumento de 100x e 400x!
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6 CONCLUSOES

O OE de olibano gerou reducao significativa da viabilidade de células Jurkat de
52,05% e 75,72%, em relacéo ao controle, nas concentraces de 150 e 200 pg/mL,
respectivamente, e o OE de patchouli significativamente gerou reducao da viabilidade
celular de 25,62%, 20,71% e 32,69% nas concentracdes de 50, 75 e 100 pg/mL,

respectivamente.

Foi possivel apenas calcular o ICso do OE de olibano para as células Jurkat,

com valor correspondente a 145,26 pg/mL.

Comparando os efeitos dos OEs na mesma concentracao de tratamento (75
pg/mL), ambos os OEs promoveram reducgéo da densidade celular conforme revelado
pela analise morfolégica, porém néo geraram alteracdes morfolégicas perceptiveis em

relacdo ao controle.

Os resultados encontrados corroboram com os relatos da literatura quanto a
atividade citotoxica dos OEs de olibano e patchouli frente a células tumorais, sendo
essa relatada neste estudo para células Jurkat, modelo de leucemia de células T,
todavia outros estudos precisardo ser realizados para respaldar suas indicagcdes como

potenciais compostos antitumorais
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Guinari Fragrancias e Cosmeticos LTDA

Rua Dr. Paula Xawier, 1304 - Baimo: Centro - Ponta Grossa - PR - CEP: B4010-270

Telefone: (42) 3225-1700

Contato: Wagner Azambuja

DADOS DA AMOSTRA (Informados pelo cliente,

Tipo: Oleo essencial i

Planta e parte utilizada: Oleo essencial de Olibano

Mome cientiico: Boswellia carteri

Processo de extragdo: Destilag3o a wapor da goma resina

Diata da extragio: Apro. 2022

Cultivo/Localizagso: Somalia

Identificagdo: OLOTUNISC

Responsavel pela coleta: O cliente

Informagdes adicionais: -

DATAS DO LABORATORIO

Data de entrada no laboratario: DRAO7/2021

Periodo de analise: DI07/2021 a 030872021

Resultados

PERAL CROMATOGRARCO
Areas relativas dos picos referentes 306 composios identficados na arostra:

Nome Area relativa (%) Similaridade (% Tempo de retengdo (min) CASE*
o-Tujeno 18,15 88,20 6,22 2867 05 2
o-Pineno 27,48 85,21 6,45 B0-58-8
Canfeno 0,96 88,82 6.85 TB-B2-5
Sabineno 5.85 89,00 7.57 3387-41-5
p-Pineno 3.45 88,70 7.88 18172-67-3
p-Mirceno 4,57 88,47 B.06 123-35-3
o-Felandreno 1.05 87,21 B.50 BB-83-2
Ciclofenchona 1.80 83,43 B.88 4BB-B7-1
o-Teqpineno 0,61 87,87 B.88 BB-88-5
o-Cimeno 7.08 83,06 8,15 527844
Limoneno 15,83 838,60 8,31 5888-27-5
gamma- Terpinenc 0,60 89,51 10,26 Po-85-4
Terpincleno 0.25 85,87 11,28 5B6-82-8
Sabinol 0,23 85,20 12,87 471-16-8
trans-Vesbenal 0,23 88,30 13,18 1820-08-3
Terpinen-4-ol 1.08 88,68 14,28 20128-76-5
Estragal 0,20 B4, 44 14,88 140-870
Copaeno 0,31 87,66 20,84 3858-25-5
p-Elemeno 0,28 88,20 21,45 515-13-8
p-Cariofilenc 4,82 89,70 22,35 E7-44-5
Humuileno 0,22 87,54 23,40 B753-88-8
Cadineno 0.26 84,45 25,23 38028-41-8

Av. Independencia, 2293 - Bioco 11 - 55.815-900 - Santa Cnuz do Sul (RS) & (51) 3717 7500
W W W unisc oriceniraianalica - cenirafunisc.br
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-Cadineno 0,38 96,18 25,49 483-76-1
Oxido de Cariofileno 0,22 97,57 27,28 1139-30-6

Soma das areas dos picos identificados: 96,30
Soma das areas dos picos nao Identificados: 3,70

Na tabela acima apresenta-se a lista de compostos identificados, as areas relativas dos picos, grau de similaridade com a biblicteca de compostos
referéncia, o tempo de retengdo na coluna e o cddigo de registro no CAS.

* Compostos com baixa similaridade com os espectros da Biblioteca devido & baixa concentragao e/ou coeluigao.

**O registro CAS de um composto quimico & um nimero com um registro Gnico no banco de dados do "Chemical Abstracts Service" que atribui
esses numeros a cada produto quimico que € descrito na literatura.

Cromatograma da amostra analisada

107 |+ TIC San 155734_21 Olbano.d
1 646

9.3

08
i 2%

029 1428
0 1 L i

§ & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 23 30 32 34 B B/ 40 42 44 48 43 50 B2 B4 56
Counts ws. dcguisition Time [min]

2043

Av. Independéncia, 2293 - Bloco 11 - 96.815-900 - Santa Cruz do Sul (RS) - (51) 3717 7500
www .unisc.br/centralanalitica + central@unisc.br



-
"

s )
Lo CENTRAL
F - ANALITICA UNISC VALEEF

RELATORIO DE ENSAIO Ne: 155734/21

Ordem de Senigo N2: 5199/2021
Pagina 03 de 03

Observagoes

Técnica de Andlise: Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Equipamento da marca Agilent, Modelo MSD 5977B.

Pardmetros de andlise cromatogréfica: Temperatura do injetor 280 C; Violume de inje¢do: 1uL; Modo de injecao: Split (1:20); Fluxo: 1 mL min-1;

Gas de arraste: Hélio; Coluna capilar: ZB-5MS (30mx0.25mmx0.25um); Gradiente de lemperatura do forno: temperatura inicial 60°C - 2min.

taxa 4 C/min até 200 C e taxa 6 C/min até 260 °C - 10min; Temperatura do detector de massas: 260C; Temperatura da fonte de ionizagéo:

280 C; Modo de aquisi¢do: scan.

Consideragdes: As identificacdes dos compostos séo realizadas a partir da comparagdo dos espectros de massas dos picos com os da
biblioteca NIST17.L (NIST Chemistry WebBook - w ebbock.nist.gov) sendo apresentado na tabela de resultados o grau de similaridade de cada
identificacao. A area percentual relativa de cada pico & calculada sobre o somatério de areas de todos os picos eluidos da coluna e oriundos da
amostra analisada, incluindo os picos considerados como "compostos nao identificados” por apresentarem similaridade abaixo de valores seguros
para atribuic&o da identificagéo.

Referéncias

ADAMS, R. P. dentification of Essential Oil Components by Gas Chromatography/Mass Specirometry, Allured, 2009 ISBN: 978-1-932633-21-4.
(Verséao Ebook 4.1 de 30 Janeiro de 2017)

"Os resultados apresentados neste relatorio de ensaio tem significagdo restrita e se aplicam somente a amostra ensaiada. As informagdes
referentes a amostragem sao de responsabilidade do cliente, exceto quando a coleta € realizada pela Central Analitica. A reprodugdo deste
documento somente podera ser realizada integralmente, sem nenhuma alteragao.”

W Setreity

Rosana de Cassia de Souza Schneider
Responsavel Técnica
CRQ-V 05100730

Santa Cruz do Sul, 03 de agosto de 2021.

Cédigo de Seguranca: C2298745E7CAC854FB18375C883B1D3A

Av. Independéncia, 2293 - Bloco 11 - 96.815-900 - Santa Cruz do Sul (RS} (51) 3717 7500
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ANEXO B — PARECER TECNICO DO OLEO ESSENCIAL DE PATCHOULI

Universidade Federal de Minas Gerais

Instituto de Ciéncias Exatas

Departamento de Quimica f Colegiado de Extensio
Telefax - {31) 3409-5724 - e-mail’ nicleo@qui ufmg br

UG

Solicitante:  QUINAR| FRAGRANCIAS E COSMETICOS LTDA.

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

CNPJ- 05424 352/6001-30

OLEO ESSENCIAL de PATCHOULI

Nome comercial: Oleo essencial de Patchouli

cablin

Parte da planta: Partes aéreas

Extragao: Arraste a vapor
Origem: Indonésia

e ——

Lli- ~—

Método de andlise: Cromatografia Gasosa de Alta ﬁ'mu;lo. Cromatdgrafo a Gas AGILENT 7820A.
Coluna RX-1MS 30m x 0,25mm x 0,25 ym {Restek). Temp ° Coluna 50T (0 min), 3T /mina 220T
Inietor: 220°C Solit” 1/50. Detector FID: 240°C. Voi. De_iniecdo: 1ul

Composigic Quimica

“Pico IR Constituintes %
cale

1 1371 B-patchoulenc 26
2 1384 p-elemeno 10
3 1396 w-gununeno 06
4 1408 P-cariofilenc 36
5 1426 a-guaieno 67
6 1432  seicheleno 143
7 1443  g-paichouleno 86
8 1489 P-guaieno 40
9 1495 o-bulneseno 196
10 1632 patchouiol 319
11 1671  espatulenol 25
outros 47
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Dra. Vany Feraz

Laboratbrio de Cromatografia

Departamento de Quimica - UFMG
br

v
Belo Horizonte:

Av. Antgnio Carles, 6627-Campus-Pampulha-Belo Horizonte/MG-Brasil -Cep:31.270-301

41





