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RESUMO

Lavandula dentata L. é um pequeno arbusto nativo do Mediterraneo. E conhecida
popularmente como lavanda e alfazema e é utilizada na medicina popular como
antidiabético, anti-hipertensivo e antiprotozoario. O objetivo do presente trabalho foi
realizar o estudo da morfoanatomia foliar e caulinar, bem como determinar a
composi¢cdo quimica, avaliar a atividade antioxidante, o efeito antimicrobiano e o
potencial citotdéxico do dleo volatil de L. dentata. As partes vegetativas aéreas foram
coletadas no Horto Medicinal do Curso de Farmacia da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (Parana). A partir dos métodos usuais de microscopia optica e de
microscopia eletrbnica de varredura, foram evidenciados estématos diaciticos
apenas na face abaxial do limbo foliar, tricomas tectores ramificados e glandulares
capitados e peltados, mesofilo dorsiventral e nervura central cbncava-convexa
truncada na face abaxial. Além disso, um caule com formato quadrangular, sistema
vascular tipico e calotas esclerenquimaticas bem desenvolvidas nas quatro arestas.
A partir das folhas e caules, por hidrodestilacédo, obteve-se um teor de 0,85% de dleo
volatil. O principal componente do éleo volatil identificado por CG/MS foi o 1-8 cineol.
Pelo método fosfomolibdénico, o éleo volatil de L. dentata revelou uma capacidade
antioxidante semelhante a rutina e ao acido galico. Entretanto, pelo método do radical
livre DPPH e do ABTS, foi observado um leve potencial antioxidante. O 6leo volatil
de L. dentata apresentou um efeito antimicrobiano frente as cepas de bactérias gram-
positivas, gram-negativas e de Candida albicans, por meio da microdiluigao em caldo.
Neste trabalho foi evidenciado o efeito citotoxico tanto da fase liquida quanto da fase
vapor do 6leo volatil de L. dentata sobre a linhagem tumoral pulmonar Calu-3. O IC50
calculado para fase liquida do dleo volatil de L. dentata foi de 388,84 ug.mL-1. A
fragdo da fase vapor do 6leo na concentragédo de 750 ug.mL-1 reduziu a viabilidade
celular da linhagem Calu-3 significativamente, efeito que foi corroborado por trés
diferentes técnicas, redugao do MTT, SRB e DNA-PI. Os resultados das avaliacbes
morfologicas empregando os corantes de Rosenfeld, alaranjado de acridina/brometo
de etidio e Hoescht, bem como pelo ensaio de liberagdo de lactato desidrogenase
sdo sugestivos de que a citotoxicidade da fase de vapor 6leo esta relacionada a
inducdo de morte celular por necrose, o que foi confirmado pelo fato do vapor do éleo
néo gerar externalizacao de fosfatidilserina. Todavia, devido a relatos na literatura de
que as células Calu-3 expressam a proteina glicoproteina-P, a qual confere em
tumores resisténcia a farmacos e bloqueio da apoptose, ndo se pode excluir a
inducado de morte celular por esse mecanismo também. O vapor do 6leo de lavanda
promoveu parada do ciclo celular em G0O/G1 quando o conteudo de DNA foi avaliado
por citometria de fluxo. Considerando esses resultados, estudos adicionais podem
ser recomendados, visando a utilizacdo do 6leo volatil de L. dentata como matéria-
prima pela industria farmacéutica, com especial destaque para o emprego da fase
vapor do 6leo volatil na terapia de tratamento de cancer de pulmao por via inalatéria.

Palavras-chave: 1-8 cineol, antimicrobiano, antioxidante, citotoxicidade,
morfoanatomia.



ABSTRACT

Lavandula dentata L. presents as a small shrub, is native of the Mediterranean, with
great pharmacological potential. The objective of this paper was study the
morphoanatomy of the leaf, determine its chemical composition, antioxidant activity,
antimicrobial activity and evaluate the cytotoxic potential of the volatile oil of L.
dentata. Botanical material was collected in the Medicinal Garden of Pharmacy course
at the State University of Ponta Grossa (Parana). Diacytic stomata images obtained
by optical microscopy and scanning electron microscopy, were evidenced only on the
abaxial surface of the leaf blade, non-glandular branched trichomes, glandular
capitate and peltate, dorsiventral mesophyll and concave-convex truncated midrib on
the abaxial surface. The yield of volatile oil obtained by hydrodestilation of the aerial
parts was 0.85%, and showed 1-8 cineole as main component identified by GC/MS.
Volatile oil of L. dentata showed an antioxidant activity similar to rutin and gallic acid
when analyzed by phosphomolibdenium method. However, by the free radical DPPH
and ABTS method, it showed a slight potential antioxidant. The volatile oil showed
antimicrobial activity against gram-positive, gram-negative bacteria strains and
Candida albicans, by broth microdilution. This study, for the first time, shows the
cytotoxic effect of the vapor phase of the volatile oil from L. dentata on lung tumor cell
line Calu-3. The IC50 calculated for liquid phase of volatile oil was 388.84 pg.mL'1.
The fraction of oil vapor in a concentration of 750 ug.mL™ reduced the cell viability of
Calu-3 significantly, based on three different techniques, the MTT reduction assays,
SRB and DNA-PI. The results of morphological evaluations by Rosenfeld dyes,
acridine orange/ethidium bromide and Hoescht, as well as the lactate dehydrogenase
release assay gave an indication that the oil is cytotoxic to induce the cells death by
necrosis, which was confirmed by the fact that the oil does not generate
phosphatidylserine externalization. However, due to reports in literature, the
expression of P-glycoprotein, which confers drug resistance in tumors and block
apoptosis, in Calu-3 cells can not confirm the absence of this mechanism as well. The
oil vapor promoted cell cycle arrest in GO/G1 when the DNA content was evaluated
by flow cytometry. Considering these results, additional studies may be
recommended, in order to use the volatile oil L. dentata as material for the
pharmaceutical industry, with particular emphasis on the use of oil vapor in the lung
cancer treatment therapy via inhalation.

Key words: 1-8 cineole, antimicrobial, antioxidant, citotoxicity, morphoanatomy.
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1. INTRODUGCAO

O ecossistema brasileiro fornece material para o estudo de novos farmacos
devido a sua grande diversidade com alto potencial terapéutico. Por diversas
civilizagbes, o uso de plantas medicinais sobreviveu a evolugdo tecnoldgica e
atualmente é alvo de inumeras pesquisas cientificas para o tratamento de diferentes
patologias (VANDERLINDE et al., 2012; SOUZA et al., 2011). A vincristina e a
vimblastina sdo exemplos de antineoplasicos isolados da espécie vegetal
Catharanthus roseus (L.) G. Don amplamente utilizados na medicina (RUFATTO et
al., 2013). Estes compostos podem ser provenientes ou analogos de compostos
derivados de plantas (APONTE et al., 2011) ou também podem ser utilizados como
protétipos para o desenvolvimento de novas substancias (RUFATTO et al., 2013).

Comumente no tratamento do céncer existe uma barreira que o torna
extremamente complicado: a resisténcia a multiplos farmacos, ou seja, as células
cancerigenas perdem a sensibilidade aos agentes quimioterapicos estruturalmente
diferentes. Neste sentido, a busca por substancias naturais que sensibilizem as
células para a agao dos medicamentos € uma area bem explorada da ciéncia
(GAUTAM et al., 2014; BERDOWSKA et al., 2013).

Lavandula L. se enquadra nos perfis de grande potencial farmacoldgico
pertencente a flora brasileira, visto alguns resultados de trabalhos que avaliaram
tanto a atividade citotoxica, como observado em Lavandula angustifolia Mill. e
Lavandula stoechas L. (GAUTAM et al., 2014), quanto as atividades antimicrobiana
e antioxidante (SARIRI et al., 2009). Estas atividades estao relacionadas a presenga
de diversos constituintes quimicos dos o6leos volateis ja obtidos, como acetato de
linalol, fenchona, linalol, a-terpineol, 1,8-cineol e a canfora. Estes dois ultimos
conferem agdo antiespasmodica, antifungica, bactericida, anti-inflamatdria,
analgésica, repelente e inseticida ao 6leo (TOUATI et al., 2011; IMELOUANE et al.,
2009; UPSON, 2000).

Lavandula dentata L., € conhecida popularmente como alfazema e é uma
espécie medicinal utilizada na medicina tradicional como antidiabético, contra
resfriado comum, para célica renal, como antiespasmadico, anti-hipertensivo e anti

protozoario. Também é utilizado na ornamentacdo e como planta melifera (DUARTE
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& SOUZA, 2014; MACHADO et al., 2011; BONA et al., 2010; IMELOUANE et al.,
2009; BOUSMAHA et al., 2006; UPSON, 2000).

Um problema grave no comércio brasileiro de plantas medicinais e drogas
vegetais é a adulteragao e a falsificacdo (ARAUJO et al., 2015; WOSCH et al., 2015)
e no caso de espécies de Lavandula, agrava-se, uma vez que apresentam grande
capacidade de hibridizag&o e diversidade morfoldgica o que dificulta a identificagao
das espécies (MASETTO et al., 2011). Outro problema importante é o nome popular,
pois varias espécies sao conhecidas pela mesma denominacgao popular de lavanda
ou alfazema e utilizadas para a mesma finalidade terapéutica (FIGUEIREDO et al.,
2014; RIVA, 2012). Adicionalmente, verifica-se que a publicagdo de monografias
farmacopeicas ndo acompanha a necessidade do mercado consumidor (KATO et al.,
2012).

Considerando o potencial terapéutico de L. dentata, o presente trabalho tem o
objetivo de analisar morfoanatomicamente as partes vegetativas aéreas, fornecendo
subsidios farmacobotanicos para a identificacdo da espécie medicinal; realizar
ensaios quimicos, microbioldgicos, antioxidantes e citotéxicos do dleo volatil com a
finalidade de caracterizacdo desse 6leo, contribuindo para desenvolvimento de
fitoterapicos, de derivados, analogos ou protétipos de novas substancias para a

terapia do cancer.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  FAMILIA LAMIACEAE

Lamiaceae, a maior familia de Angiospermas, possui 22.576 espécies e 245
géneros com importantes propriedades medicinais (THE PLANT LIST, 2015;
BRAUCHLER et al., 2010). Alguns géneros pertencentes, como Lavandula, sdo
cultivados devido as qualidades aromaticas. Espécies desta familia s&o ricas em
compostos fendlicos como acido rosmarinico, acido p-cumarinico, acido cafeico,
acido ferulico, acido clorogénico, luteolina, apigenina, genkwanina, quercetina, rutina,
epicatequina e catequina, que conferem propriedades biolégicas como

antimicrobiano, antifungico, anti-inflamataério, anticancer (LEE et al., 2011).

2.2. GENERO Lavandula L.

Lavandula L. compreende 39 espécies originarias da regido do Mediterraneo,
ilhas do Atlantico, Peninsula Arabica, india e llhas Canarias. Espécies desse género
s&o aromaticas, sendo utilizadas na medicina tradicional e como ornamentais. Séo
conhecidas popularmente no Brasil como alfazemas e lavandas (DUARTE & SOUZA,
2014; GONCALVES & ROMANO, 2013; MASETTO et al., 2011; BONA et al., 2010;
UPSON et al., 2000; SUAREZ-CERVERA & SEOANE-CAMBA, 1987). A utilizagédo
destas espécies se iniciou com os antigos Gregos e Romanos, porém nos ultimos
anos ocorreu um maior interesse pelas lavandas e suas aplicagbes (GONCALVES &
ROMANO, 2013). Dentre as espécies deste género, destacam-se: Lavandula dentata
L., Lavandula angustifolia Mill., Lavandula latifolia Medik., Lavandula x intermedia
Emeric ex Loisel., Lavandula stoechas L., Lavandula dhofarensis A. G. Mill.
(HANAMANTHAGOUDA et al., 2010), todavia apenas algumas séo bem conhecidas,
a exemplo de L. angustifolia, L. latifolia e L. stoechas (UPSON et al., 2000). A
identificacao e a diferenciagao de espécies de Lavandula € complexa, uma vez que
apresentam grande capacidade de hibridizagao e diversidade morfolégica (MASETTO
etal., 2011).

Lavandula se destaca pela ampla aplicagdo em ambito comunitario, seja na

aromaterapia em massagens ou para reduzir a ansiedade, na industria como
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esséncia, perfume, flavorizante, produtos terapéuticos e componentes volateis
(DUARTE & SOUZA, 2014; GONCALVES & ROMANO, 2013; MASETTO et al., 2011;
BONA et al., 2010; IMELOUANE et al., 2009; SANZ et al., 2004).

Considerando a riqueza de compostos bioativos, as espécies desta familia sao
utilizadas popularmente como antidiabético, anti-hipertensivo, carminativo, colagogo,
espasmolitico, sedativo, antiviral, antisséptico, como agente antiprotozoarios, como
antioxidante, antimicrobiano, inseticida, parasiticida, herbicida, anti-inflamatério,
antialérgico, antiviral e como preventivo do cancer (ZUZARTE et al, 2012,
BLAZEKOVIC et al., 2011; NITZSCHE et al., 2004). Adicionalmente, o 6leo de
Lavandula spp. vem sendo testado para reduzir a deméncia (GONCALVES &
ROMANO, 2013).

O dleo de Lavandula spp. pode apresentar uma variabilidade fitoquimica devido
a fatores como, temperatura, quantidade de agua e nutrientes no solo, latitude,
altitude, época da coleta, suscetibilidade a patégenos, idade da planta e 6rgao de
armazenamento (GONCALVES & ROMANO, 2013; MASETTO et al., 2011;
IMELOUANE et al.,, 2009; UPSON et al., 2000). Esta variacdo, apresentada
principalmente por L. dentata, parece ser vantajosa, uma vez que pode ser fonte de
diversas substancias ativas com variaveis atividades bioldgicas (SORO et al., 2014).

Os Odleos volateis de representantes de Lavandula provém dos tricomas
glandulares encontrados na superficie de caules, folhas e flores. Esses tricomas séo
classificados micromorfologicamente como peltados e capitados e encerram os 6leos
volateis no espaco subcuticular (DUARTE & SOUZA, 2014; LIU et al., 2012; CELEP
et al., 2011). Seus componentes majoritarios sdo os monoterpenos (GONCALVES &
ROMANQO, 2013; MASETTO et al., 2011), dentre eles o linalol e o acetato de linalol
(GONCALVES & ROMANO, 2013).

2.3. Lavandula dentata L.

Lavandula dentata L. € um pequeno arbusto perene nativo do Mediterraneo
(Figura 1), que cresce em terreno rochoso e arido com touceiras de hastes
quadrangulares e lenhosas (BOUSMAHA et al., 2006).

Conhecido popularmente como lavanda, lavandin e alfazema (RIVA, 2012;
SUDRIA et al., 2001), é utilizado na medicina popular como antidiabético (quando

administrado em suspenséao ou infusédo), contra resfriado comum, para cdlica renal,
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como antiespasmaodico, anti-hipertensivo e antiprotozoario (DUARTE & SOUZA, 2014;
BONA et al., 2010; BOUSMAHA et al., 2006). Também ¢ utilizado na ornamentagao e
como planta melifera (MACHADO et al., 2011).

O dleo volatil obtido é armazenado em glandulas especializadas encontradas
abundantemente na superficie das folhas. Este éleo pode ser resultado do aumento
da biossintese ou reducgéo do catabolismo (SUDRIA et al., 2001). Quimicamente
Lavandula dentata pode apresentar os seguintes flavonoides: genkwanina, luteolina,
apigenina, luteolina 7-glicosideo, apigenina 7-glicosideo, luteolina 7-rutinosideo,
vitexina e vicenina-2 (IMELOUANE et al., 2009; UPSON, 2000). Também pode
apresentar monoterpenos oxigenados como o 1,8-cineol e a canfora, que conferem
acéo antiespasmaodica, antifungica, bactericida, anti-inflamatoria, analgésica, gastro
protetora, repelente e inseticida ao 6leo volatil (CALDAS et al., 2015; MASETTO et
al., 2011).

Figura 1. Aspecto geral de Lavandula dentata.
Fonte: O autor, 2015.

2.4. OLEOS VOLATEIS

Os dleos volateis apresentam diversas aplicagdes, seja na industria alimenticia,
farmacéutica, cosmética, sanitaria ou agronémica (ORLANDA, 2011; BOSCARDIN,
2009). Além disso, os 6leos volateis tém sido utilizados na aromaterapia para a

promocéao da saude (RUSSO et al., 2015). A composig¢ao quimica dos 6leos tem sido
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utilizada para caracterizar e diferenciar espécies vegetais medicinais, visto que,
atualmente cerca de 3.000 oleos volateis sao conhecidos, porém apenas 300
apresentam caracteristicas relevantes (RUSSO et al., 2015; BUDEL et al., 2012). As
plantas aromaticas geralmente crescem em areas restritas, temperadas e quentes,
como o Mediterraneo e alguns paises tropicais (RUSSO et al., 2015).

Esses Oleos sido altamente volateis e se apresentam como uma mistura
complexa de 20 a 70 substancias aromaticas em diversas concentragdes derivadas
do metabolismo secundario, sendo elas, lipofilicas que sao sintetizadas,
armazenadas e liberadas por estruturas secretoras (RUSSO et al., 2015; YAP et al.,
2014). Essas estruturas podem ser tricomas glandulares, dutos secretores, células
oleiferas, entre outros, e podem ser encontrados em todas as partes da planta, como
cascas, caules, raizes, frutos e folhas variando sua composi¢cdo de acordo com o
érgdo vegetal (ARAUJO et al., 2015; RUSSO et al., 2015; SANTOS et al., 2015;
BUDEL et al., 2012; SIMOES et al., 2007). Os 6leos volateis apresentam diversas
propriedades como antimicrobiana, antiviral, antidepressiva, relaxante, sedativa,
digestiva, diurética, hormonal, inseticida, repelente, mucolitica, expectorante,
desodorante, anti malarica, anticarcinogénica, anti convulsionante, antioxidante,
antiespasmaodica, gastro protetora e anticolinesterasica (MASETTO et al., 2011,
ORLANDA, 2011; IMELOUANE et al., 2009; UPSON, 2000).

Baseados em estruturas quimicas, os oOleos podem apresentam terpenos
hidrocarbonados sendo eles monoterpenos, sesquiterpenos ou diterpenos, terpenos
oxigenados como alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres, lactonas, cumarinas,
fenilpropanoides, entre outros. Monoterpenos sao os constituintes mais abundantes
e a atividade citotdxica tem sido atribuida a presenga de fitocomplexos (RUSSO et
al., 2015). A sua quantidade depende das condi¢des de coleta e extragédo, das partes
utilizadas, da espécie utilizada e podem atuar contra virus, fungos, bactérias e
protozoarios (PROBST, 2012).

Segundo Oliveira et al. (2015), as pesquisas atuais giram em torno do uso dos
Oleos volateis para o desenvolvimento de terapias para o cancer em substituicdo as
ja utilizadas. Estas pesquisas mostram que a utilizagdo do éleo volatil total tem efeito
mais significativo que o uso dos componentes majoritarios isolados. Além disso, o
6leo obtido é mais concentrado e pode apresentar uma toxicidade maior contra varios

tipos de cancer.
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2.5. ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS OLEOS VOLATEIS

2.5.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Considerando a utilizagcao de antimicrobianos em altas e repetidas doses, o
processo de tolerancia e resisténcia microbiana necessita do desenvolvimento de
novas alternativas para o tratamento de infecgdes patogénicas (YAP et al., 2014;
MOTHANA et al., 2009). As pesquisas recentes tém como justificativa o surgimento
de novas espécies de microrganismos e novos perfis de resisténcia comparados aos
antimicrobianos convencionais (MENDES et al., 2011). Os produtos derivados de
plantas aromaticas possuem diversas vantagens, a saber: sdo mais aceitos pelos
pacientes, apresentam menos efeitos adversos, tem melhor biodegradabilidade e tem
custo relativamente baixo (YAP et al., 2014). O emprego dos 6leos volateis, produtos
do metabolismo secundario de plantas aromaticas, com o objetivo de conter a
multiplicacdo bacteriana, pode ser explicado por diversos mecanismos dependentes
de sua composi¢ao, estrutura e grupos funcionais.

Considerando diversas substancias quimicas, a acao pode nao ser aplicada a
um unico composto e sim a um sinergismo de compostos quimicos (YAP et al., 2014;
CANTON et al., 2010). Dentre os mecanismos conhecidos estdo a coagulagéo do
citoplasma, alteragdo na membrana plasmatica, nas proteinas de membrana e a
degradacgao da parede bacteriana (CANTON et al., 2010).

O potencial antimicrobiano das espécies da familia Lamiaceae, vem sendo
avaliado desde 1990, onde Deans & Svoboda revelaram que o 6leo volatil de
Origanum majorana L. apresenta atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus. Ja em 1993, Biondi et al. demonstrou que Origanum onites L. e Thymus
capitatus (L.) Hoffmanns. & Link apresentam atividade antibacteriana e antifungica.
Ainda que O. onites especificamente contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus. Em 2002, Mentha piperita L. e Lavandula
x hybrida Balb. ex Ging. apresentam atividade antimicrobiana contra S. aureus
(ARLDOGAN et al., 2002).

Em 2014, Benbelaid et al. relatou uma excelente atividade de espécies da familia
Lamiaceae, como Origanum vulgare subsp. glandulosum (Desf.) letsw. e Thymbra
capitata (L.) Cav. sobre Enterococcus faecalis com um grande potencial médico e

econdmico, visto que € uma bactéria altamente relacionada com infeccbes
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nosocomiais.

2.5.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As espécies reativas de oxigénio sdo bem conhecidas por danificar os
constituintes celulares, como o DNA, as proteinas, lipideos e por atuar como segundo
mensageiro na inflamagao. As substancias antioxidantes conseguem reduzir estas
espécies, reduzir as vias de inflamacdo e estdo sendo testadas em doengas
cardiacas, diabetes, Alzheimer, céncer, arteriosclerose e acidente vascular cerebral
(MOTHANA et al., 2009), danos na membrana celular e envelhecimento (HOSSAIN
et al., 2010).

O oxigénio € um elemento essencial para o desenvolvimento e sobrevivéncia
da planta, porém também pode ser téxico através do ATP produzido pela cadeia de
respiracdo mitocondrial com a liberagao de superéxido dentro da célula. Esta forma
reativa pode se transformar em espécies nao radicais e/ou radicais livres que levam
a um dano nas moléculas bioldgicas (lipideos, proteinas, enzimas e DNA) (KAISER,
2014; FUCHS-TARLOVSKY, 2013; PERERA et al., 2011; BOZIN, 2006; DUTHIE,
2003; HOLDEN, 1994). Existem outras formas que podem levar a um dano oxidativo,
dentre elas, as fontes endoégenas e exdégenas como a radiagdo ionizante, a luz
ultravioleta, compostos clorados, fumo, xenobidticos, entre outras, que também estao
envolvidas no desenvolvimento de muitas doengas (DUTHIE, 2003; FUCHS-
TARLOVSKY, 2013).

Recentemente, ha um aumento do interesse em compostos antioxidantes
naturais pelas industrias alimenticias como substitutos dos antioxidantes sintéticos.
Estes, como BHA e BHT, possuem uso restrito dado a seguranga duvidosa
(HOSSAIN et al., 2010). Diante disso, os estudos mais recentes sugerem que a
alimentacdo ocidental contém os antioxidantes suficientes para a prevencao de
algumas patologias como doenga arterial coronariana, derrame, cancer, artrite
reumatoide e Alzheimer. Sabe-se que a ingestdo de antioxidantes € inversamente
proporcional ao risco dessas e outras patologias (DUTHIE, 2003). Neste contexto, os
Oleos volateis e os produtos do isolamento quimico deles podem agir como fortes
antioxidantes naturais (substituindo os sintéticos ja disponiveis), por conterem

normalmente em sua estrutura quimica um anel benzeno com uma hidroxila funcional
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que atua como doador de elétrons (BERDOWSKA et al., 2013; AMIRI, 2012,
BOSCARDIN, 2009; BOZIN, 2006).

Véarias espécies de Lamiaceae ja demonstraram potencial antioxidante
anteriormente como Melissa officinalis L., Salvia officinalis L., Pogostemon cablin
(Blanco) Benth. (HUSSAIN et al., 2011). Além destas, as espécies de Lavandula
também apresentam potencial, tanto com o extrato, como Lavandula vera DC.
(KOVATCHEVA et al., 2001) e Lavandula x intermedia Emeric ex Loiseleur
(TORRAS-CLAVERIA et al., 2007), como os 6leos volateis, a exemplo de Lavandula
angustifolia Mill., Lavandula stoechas L. e Lavandula latifolia Medik. apresentando
valores de IC50 variando de 29,2 a 95,1 pg/mL pelo ensaio do DPPH (SARIRI et al.,
2009).

2.5.3. ATIVIDADE CITOTOXICA

Altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o oxigénio singleto
(0?), ion superoéxido (O27), ion hidroxil (OH") e peréxido de hidrogénio (H.02) tém sido
consideradas promotoras de cancer (AMIRI, 2012; PERERA et al., 2011). As células
tumorais podem gerar um estresse celular por mutagées oncogénicas e mudangas
no metabolismo levando a uma formacgao de produtos toxicos como as espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Figura 2). Os niveis elevados de ROS podem levar ao
desenvolvimento de tumores de varias formas, entre elas a indu¢ado do dano ao DNA
acelerando as taxas de mutagdes, ativando vias inflamatorias e estabilizando o fator

de hipodxia induzida (regulador-chave do metabolismo de energia) (PERERA, 2011).
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FIGURA 2. Relagao entre a formagéao de espécies reativas de oxigénio (ROS), o cancer e o programa
carcinoantioxidante.
Fonte: Traduzido de PERERA et al., 2011.
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Atualmente existe um modelo de multiestagios para o desenvolvimento do
cancer. Em uma unica célula pode ocorrer a iniciagéo (1), promogao (2) e progressao
(3). Nao se pode esquecer que as ROS podem atuar nos trés estagios e tem como
caracteristica principal a inducdo da proliferacdo celular e/ou inibicdo da morte
programada (apoptose). Partindo do estagio pré-neoplasico, onde ocorre uma
mudanga celular e molecular, para o estagio neoplasico ha um acumulo do dano
genético e formacgéo irreversivel de uma célula maligna. Esta célula é caracterizada
pela instabilidade genética e disruptura da integridade cromossdmica (Figura 3)
(FUCHS-TARLOVSKY, 2013).

(1) (2) @)

INICIACAO PROMOCAO PROGRESSAQ
Estado celular Estado celular
preneoplastico neoplastico
EROs son g =) "
Dano no DNA Proliferagdo Progressao
\ —eeeee —_— —ey —
—— — ———
—
O Reparo no DNA Apoptose
Célula normal Célula iniciadora Lesdo focal Tumor

FIGURA 3. O modelo dos trés estagios da carcinogénese.
Fonte: Traduzido de FUCHS-TARLOVSKY, 2013.

Dois principais tipos de morte celular acontecem normalmente, por substancias
ou em patologias: apoptose e necrose (PETER, 2011). A apoptose, também chamada
de “suicidio celular”, € um conjunto de alteragdes morfolégicas dependentes de ATP:
retragdo e fragmentacgéo nuclear, condensagéo da cromatina, blebbs de membrana
e a liberacdo de corpos apoptéticos. Este mecanismo pode ser ativado de varias
formas e necessita de eventos que as vezes sdo proprios para a manutencao da
célula. A apoptose nédo acontece somente de uma forma, por isso a dificuldade de se
avaliar. Ela apresenta diferentes padrées de morte, diferentes cinéticas de morte e
de fagocitose, bem como diferentes respostas do fagocito e do organismo
(MEVORACH et al., 2010).

No entanto, a necrose ocorre quando a célula n&do consegue mais manter a
integridade de membrana. Este processo n&o necessita de energia, ele se inicia com
uma sobrecarga de processos intracelulares que geram descontrole energético e
termodinamico. Ha muitas formas de indugao que podem levar a uma lise imediata

ou a uma alteragdo na morfologia celular, como a congelagdo e descongelacéo, a
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exposicao ao peroxido de hidrogénio, aquecimento, entre outras. Para a avaliagéo
pode-se utilizar a dispersao da luz no citdmetro de fluxo ou por meio de observacao
direta ao microscépio (MEVORACH et al., 2010).

Levando em conta o tratamento do cancer, patologia esta que tem aumentado
de maneira consideravel por todo o mundo (GUERRA et al., 2005), existe uma
complicagao, a resisténcia a multiplas drogas. A resisténcia se da quando as células
cancerosas perdem a sua sensibilidade a multiplos agentes quimioterapicos
estruturalmente diferentes. Por isso, atualmente, a busca de fitoquimicos que
sensibilizem as células cancerosas a acdo de medicamentos é também uma
importante area de pesquisa (GAUTAM et al., 2014; BERDOWSKA et al., 2013).

Os 6leos volateis vém sendo explorados por apresentarem potencial de indugao
de morte celular por apoptose e/ou necrose, parada no ciclo celular e perda da fungao
de organelas. Esta atividade tem sido atribuida a substancias lipofilicas e de baixo
peso molecular, que poderiam facilitar a entrada pela camada fosfolipidica, aumentar
a fluidez da membrana e levar a uma ligagédo de ions e conteudos citoplasmaticos.
Dentre os disturbios intracelulares provocados estdo a redugao da producao de ATP,
perda do potencial mitocondrial, alteragdo do gradiente de pH, além de afetar o
estado redox (RUSSO et al., 2015).

Alguns estudos ja relataram a atividade citotoxica de alguns 6leos volateis,
como o Oleo de Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel que apresentou efeito
citotdéxico tempo dependente em células de mesotelioma murino e melanoma com
parada no ciclo celular e morte celular por necrose e baixos niveis de apoptose
(GREAY et al., 2010).

Outros trabalhos reportam esta atividade para espécies de Lamiaceae, como
Sousa et al.,, que em 2004 atribuiu a Melissa officinalis L. quando apresentou
citotoxicidade para células de cancer de pulmao, célon, de mama e de leucemia HL-
60 e K562. Salvia bracteata Banks & Sol. e Salvia rubifolia Boiss. com células de
melanoma humano M14 com inducéo apoptética e Salvia officinalis L. com células
M14, A357 e A2058. Salvia miltiorrhiza Bunge em células de hepatoma com morte
celular por apoptose (RUSSO et al., 2015). E também para o género Lavandula como
L. angustifolia que atua como antiproliferativo em células de carcinoma de boca
epidérmico e de leucemia murina e L. stoechas que possui atividade citotoxica sobre
células de carcinoma epidermoide humano, cancer de mama, cancer de pulmao,

cancer de colon, leucemia, cancer de prostata horménio-dependente (GAUTAM et al.,
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2014).

2.6. CELULAS CALU-3

As células Calu-3 (Figuras 4 e 5) sédo células epiteliais da submucosa de
adenocarcinoma de pulmao derivadas de um sitio metastatico de um homem
caucasiano de 25 anos (ATCC, 2014). A linhagem de células Calu-3 (ATCC HTB-55)
€ bem caracteristica e bem diferenciavel. Ela é derivada de glandulas da submucosa
brédnquica humana, esta que in vivo € a maior fonte de liquido da superficie das vias
aéreas, mucinas e outras substancias imunologicamente ativas. As células Calu-3
refletem as propriedades do epitélio bronquiolar além de serem cultivadas em uma
interface liquido/ar que n&o deixa a camada de ar inspirado entrar em contato com
outros tecidos viscerais (ZHU et al., 2010).

Esta linhagem celular possui varias aplicagdes farmacéuticas como vetorizagao
de farmacos para o pulmao, estudos com aerossoéis, transporte de farmacos
(permeabilidade de farmacos, estudo de mecanismos de absorgdo, interagdo de
farmacos), alternativa para estudos de liberagcdo modificada, correlagado in vitro, ex
vivo e in vivo (ONG et al., 2013).

ATCC Number: HTB-55
Designation:  Calu-3

U =
Low Density Scale Bar=100um  High Density Scale Bar = 100pm

FIGURA 4. Aspecto geral das células Calu-3 (ATCC HTB-55) em baixa e alta densidade.
Fonte: AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2014.



FIGURA 5. Aspecto geral das células Calu-3 em microscopia confocal.
Fonte: GEORGE et al., 2015.
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. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Realizar estudos morfoanatémicos das partes vegetativas aéreas da espécie
Lavandula dentata L. e obter, caracterizar e avaliar a atividade biolégica do seu

oleo volatil.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar Lavandula dentata morfoanatomicamente;

* Realizar a extragao do 6leo volatil de Lavandula dentata;

* Determinar o teor do 6leo volatil de Lavandula dentata;

* Caracterizar quimicamente o 6leo volatil de Lavandula dentata;

* Realizar testes de atividade antimicrobiana com o éleo volatil de Lavandula
dentata;

* Avaliar a capacidade antioxidante do éleo volatil de Lavandula dentata;

* Avaliar a citotoxicidade do éleo volatil de Lavandula dentata sobre linhagem

tumoral humana de pulméao, Calu-3.
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4. MATERIAL E METODOS

41. MATERIAL BOTANICO

Foram coletadas partes vegetativas aéreas de Lavandula dentata L. durante os
anos de 2014 e 2015, pela manh&, no Horto Medicinal do curso de Farmacia da
Universidade Estadual de Ponta Grossa — Campus Uvaranas (25°5'23"S 50°6'23"W)
em Ponta Grossa, Parana — Brasil. Os exemplares foram submetidos a confecgao de
exsicatas, identificados por taxonomista e estao registrados no Herbario do Museu
Botanico Municipal de Curitiba (MBM) sob o numero 390597.

4.2. ESTUDO MORFOANATOMICO

As pesquisas referentes aos caracteres morfoanatomicos foram efetuadas com
as folhas e os caules de Lavandula dentata. O material vegetal foi fixado em FAA 70
(formalina, acido acético e alcool etilico 70°GL) (JOHANSEN, 1940) e estocado em
etanol a 70 % (BERLYN, MIKSCHE, 1976).

4.2.1. LAMINAS SEMIPERMANENTES

Foram preparadas laminas semipermanentes com o material seccionado nos
sentidos transversal e longitudinal, a mao livre, submetidos a coloragao de fucsina
basica e azul de astra (ROESER, 1972) ou de azul de toluidina (O’'BRIEN, FEDER,
MCCULLY, 1964). As laminas foram montadas com glicerina diluida a 50%
(BERLYN, MIKSCHE, 1976) e para a lutagem foi utilizado esmalte incolor.

4.2.2. TESTES MICROQUIMICOS

Para os testes microquimicos foram feitas secgdes transversais a méo livre do
material. Os reativos empregados foram: solugcdo de floroglucina cloridrica para
verificagdo de lignina (FOSTER, 1949), Sudam Ill para compostos lipofilicos (SASS,
1951), cloreto férrico para compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940) e lugol para
amido (BERLYN, MIKSCHE, 1976). Os resultados foram registrados por meio de
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fotomicrografias no microscépio foténico Olympus CX31, acoplado a camera C7070

do Laboratoério de Farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

4.2.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Foi realizada a analise ultra-estrutural de superficie (microscopia eletrénica de
varredura - MEV) (SOUZA, 1998) em alto vacuo. Para tal procedimento, as amostras
foram fixadas em FAA 70 e desidratadas em série etandlica crescente. Apds
montagem em suporte, foram submetidas a desidratacdo pelo ponto critico e a
metalizagdo com uma liga de ouro e paladio em aparelho Quorum Technologies,
modelo SC7620 Mini Sputter Coater. As eletromicrografias foram realizadas no
microscopio eletrénico de varredura VEGA3 TESCAN no Complexo de Laboratérios

Multiusuarios, na Universidade Estadual de Ponta Grossa.

4.2. EXTRAGCAO E DETERMINACAO QUANTITATIVA DO OLEO VOLATIL DE

Lavandula dentata L.

Dentre os métodos mais empregados para a obtencdo do dleo volatil, destaca-
se a destilagdo por arraste de vapor. Neste, a agua em um bal&do volumétrico, sobre
uma manta de aquecimento, entra em ebulicdo e os vapores da agua passam sob
pressao no recipiente com o material vegetal arrastando o 6leo (ORLANDA, 2011).

O dleo volatil extraido durante os anos de 2014 e 2015 foi determinado
quantitativamente a partir de 100 g das folhas e caules dessecados da espécie em
estudo. A extragao foi realizada por meio de hidrodestilagao, utilizando o aparelho de
Clevenger (USP XXXVII, 2014), com duragdo de 6 horas. Apds esse tempo, foi
determinado o teor de 6leo volatil extraido de 100 g pela medi¢cdo direta no tubo
graduado. O material obtido foi estocado em tubos de 2 mL, em temperatura de 4 +
0,5°C.

4.3. CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO VOLATIL DE Lavandula dentata
L.

Para a caracterizagdo dos componentes do 6leo volatil geralmente é utilizada a

cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas (GC-MS). Na
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cromatografia gasosa ha uma separagcdo e analise das substancias volateis. A
amostra é vaporizada, através de uma coluna cromatografica e uma fase estacionaria
onde os componentes sdo separados. Com um detector eles séo identificados através
de um sinal elétrico formando o cromatograma. Quando acoplado a um espectrémetro
de massa, um bombardeio de elétrons gera radicais, ions positivos e negativos com
as respectivas razbes massa/carga (m/z) e assim identificando e quantificando os
compostos quimicos (HAMID et al., 2011; EWING, 2002).

A analise dos compostos volateis do 6leo obtido foi realizada em parceria com
a Universidade Federal do Parana. O dleo volatil foi seco com sulfato de sédio anidro
e armazenado em frascos de vidro selados com tampas de Teflon a 4 + 0,5°C na
auséncia de luz até ser utilizado. A identificagdo dos constituintes volateis foi
realizada utilizando um cromatografo de gas (GC) Hewlett-Packard 6890, equipado
com um detector de massa seletivo (MS) Hewlett-Packard 5975 e coluna capilar HP-
5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). GC-MS foi realizada utilizando inje¢ao splitless, com
injetor fixado em 220°C, ajustado a 60°C em coluna, com rampa de aquecimento de
3°C/minuto, temperatura final a 240°C e o detector foi fixado em 250°C. Hélio foi
utilizado como gas transportador a 1 mL/minuto. O sistema de ionizagéao de elétrons
por GC-MS foi de 70 eV. A analise quantitativa foi realizada utilizando um
cromatégrafo gasoso da Hewlett-Packard 5890 equipado com um detector de
ionizagdo de chama (FID) nas mesmas condi¢des anteriormente descritas.

Uma amostra do oleo volatil foi dissolvida em acetato de etila (20 mg/mL),
durante as analises. Os indices de retencéo (IR) foram determinados por injecéo de
padrdes de hidrocarbonetos e do d6leo volatil de L. dentata nas mesmas condic¢des.
Os componentes do 6leo volatil foram identificados por comparagao com os dados
da literatura e os perfis das bibliotecas de espectros de massa (Wiley 139, 275, 7 e
NIST 127). A quantificagdo foi obtida utilizando um GC-FID e foi expressa como

média de trés amostras do 6leo volatil extraido.

4.4. AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA - DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO
BACTERICIDA MINIMA (CBM)

Para a avaliagao da atividade antimicrobiana séo utilizados os ensaios in vitro,
realizados por difusdo, diluicdo ou bioautografia (BOSCARDIN, 2009). Através do
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ensaio de microdiluicdo em caldo (MIC) (NCCLS, 2003) € possivel determinar a
concentragdo minima de um agente necessario para inibir ou matar um
microrganismo. Neste teste sdo feitas diluicbes consecutivas do odleo volatil e
aplicadas a um determinado isolado bacteriano. Assim, ao concluir o teste, obtém-se
a Concentragao Inibitéria Minima, ou seja, a concentragdo minima necessaria para
inibir o crescimento de um microrganismo (ANDREWS, 2001).

Neste ensaio, conforme preconizado pelo NCCLS (2003), as bactérias foram
inoculadas em caldo BHI (brain heart infusion), sendo a concentracdo de
microrganismos ajustada em comparagéo com o tubo 0,5 da escala de McFarland,
para padronizacdo dos indculos de Staphylococcus aureus ATCC® 25923,
Escherichia coli ATCC® 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027,
Streptococcus pyogenes ATCC® 19615. A mesma metodologia foi utilizada para o
fungo Candida albicans ATCC® 10231, substituindo-se o meio de cultura por caldo
Sabouraud. Microplacas contendo os inéculos em contato com o d6leo volatil, nas
concentragdes de 437,5; 218,8; 109,4; 54,7 e 27,3 pg/mL, foram incubadas em estufa
bacteriologica a 35°C e o crescimento microbiano foi observado apos 24 horas de
incubacdo. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada visualmente,
utilizando-se o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) 3%, do qual 25 pL foram
adicionados em cada orificio das microplacas. No decorrer de 30 minutos 0s pog¢os
em que houve inibicdo do crescimento bacteriano, permaneceram incolores,
enquanto os pocos nos quais houve crescimento microbiano ficaram corados de
vermelho (DUARTE et al., 2005). Desta forma, a presenga desta cor nos orificios foi
interpretada como prova negativa de efeito inibitério do éleo volatil. O conteudo do
poco onde a minima concentragcdo da amostra inibiu o crescimento foi transferido
para uma placa de Petri contendo agar BHI ou Sabouraud. As placas foram
incubadas em estufa a 35°C por 24 horas. A deteccido da presenca microbiana na
placa indicou que a amostra ndo possui capacidade de inibir o crescimento, enquanto
que a auséncia microbiana indicou que a amostra possui capacidade de provocar a
morte celular dos microrganismos e assim determinou-se a concentragéo bactericida
minima (CBM).

4.5. AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
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4.5.1. METODO DE REDUGCAO DO RADICAL LIVRE DPPH- (2,2-difenil-1-

picril-hidrazila)

Para avaliacdo da capacidade antioxidante dos 6leos volateis pode ser utilizado
o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe), que € um radical livre estavel. Isto se da em
virtude da deslocalizacao do elétron de reposicao através da molécula como um todo
0 que da origem a cor violeta, quando em solugao etandlica. Este método se baseia
na capacidade de redugéo do nitrogénio da molécula do DPPH- pelo recebimento de
um atomo de hidrogénio da molécula antioxidante e a perda da coloragéo violeta que
pode ser analisada por espectrofotometria (KEDARE & SINGH, 2011).

Utilizando-se da metodologia descrita por Chen et al. (2003) e Yen e Wu (1999),
o 6leo volatil foi diluido nas concentragcdes de 25; 20; 15; 10; 5mg/mL em metanol,
assim como os padrdes utilizados, o acido galico (Merck®) e a rutina (Merck®). Em
uma placa de 96 pocos foi colocado 20 uL da amostra e dos padrées com 100 uL do
reativo de DPPHe.. O experimento foi realizado em triplicata, utilizando o metanol
como branco. A porcentagem da capacidade antioxidante das amostras testadas foi
obtida por meio dos valores de absorvancia (A) obtidos apdés 30 minutos em leitora
de placas (Biotek, pQuant) em um comprimento de onda de 517 nm de acordo com

a Equacao 1.

EQUACAO 1. Calculo da porcentagem de inibigdo do DPPHe.

(Aamostra - Abranco)

% de Inibicao DPPH = 100 —

Acontrole

4.5.2. METODO DE REDUCAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENICO

O método do complexo fosfomolibdénico, fundamenta-se na reducédo do
molibdénio (VI), que inicialmente possui uma coloragdo amarelada, a molibdénio (V)
pela atuacédo de substancias antioxidantes. Esta reagao entre fosfato/molibdénio (V)
apresenta uma coloracdo verde em pH acido que é determinada por
espectrofotometria (BALESTRIN et al., 2008).

Com a metodologia de Prieto, Pineda e Aguilar (1999), o complexo foi formado
pela reacédo da solugdo de NaszPO4 (0,1 mol/L) com solugédo de (NH4)sM07024.4H,0

(0,03mol/L) e solugdo de HSO4 (3 mol/L), em meio aquoso. As amostras de 6leo
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volatil foram diluidas em etanol a uma concentragdo de 200 pg/mL, assim como o
acido ascorbico (Merck®), o acido galico (Merck®) e a rutina (Merck®). Como branco
foi utilizado o etanol e o reativo. Os tubos foram fechados hermeticamente e levados
ao banho-maria a 95°C por 90 minutos. Apos o resfriamento dos tubos, as leituras das
absorvéncias (A) foram realizadas em espectrofotémetro (UV/Vis SHIMADZU-1601) a
695 nm. A determinagao da capacidade antioxidante relativa ao acido ascorbico, foi

determinada em porcentagem (AAR%), utilizando a Equacgéo 2.

EQUAGCAO 2. Calculo da porcentagem de atividade antioxidante relativa ao &cido ascorbico.

amostra — Abranco

A
AAR% = x 100

Aécido ascorbico ~ Abranco

A capacidade antioxidante da rutina e do acido galico foi calculada da mesma
forma pela divisdo do valor de sua absorvancia pelo valor de absorvancia da atividade

padrao do acido ascorbico, utilizando a Equagao 2.

4.5.3. METODO DE DESCOLORAGCAO DO RADICAL ABTS-" (2,2-azinobis-[3-

etil-benzotiazolin-6-acido sulfoénico])

O 2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfénico (ABTSe") também pode
ser utilizado para avaliar a capacidade antioxidante. Este ensaio tem como
fundamento a ativagdo da metamioglobina com perdxido de hidrogénio na presenca
do ABTSe<" para produzir o cation. Uma técnica melhorada sugere a adigédo de
persulfato de potassio a solugdo de ABTS«" para a producdo de um cromoforo azul
esverdeado. A adicao de antioxidantes a esta solugdo com o cation pré-formado
reduz o ABTS-", perdendo a coloracdo esverdeada e podendo assim realizar a leitura
em espectrofotometro (RE et al., 1999).

Solugdes aquosas de ABTSe" (7 mmoI.L'1) e persulfato de potassio (2,45
mmoI.L'1) foram misturadas em uma proporcao volumétrica de 1:1 e incubadas a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 12 horas para a obtengéo do radical
catidnico ABTS*" (RE et al., 1999). Esta solucao foi diluida em 50 mmol.L”" em uma
solucao tampao fosfato de sédio pH 7,4. Diluicbes do d6leo volatil e dos padrdes rutina
(Merck®) e acido galico (Merck®) foram preparadas em etanol. Uma aliquota (10 pL)

das amostras e dos padrdes foi colocada com o reativo (190 pL) e incubadas no
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escuro por 30 minutos. A leitura das absorvancias (A) foi realizada em leitora de
placas (Biotek, pQuant) no comprimento de onda de 734 nm. Para o calculo da

capacidade antioxidante (AA) utilizou-se a seguinte férmula:

EQUACAO 3. Calculo da porcentagem de atividade antioxidante pelo método do ABTS-".

- Abranco) %100

%AA — 100 _ (Aamostra

Areativo

4.6. LINHAGEM CELULAR, CONDIGOES DE CULTIVO E AVALIAGCAO DA
CITOTOXICIDADE DO OLEO VOLATIL EM CELULAS CALU-3

A linhagem celular Calu-3 foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ) e se caracteriza por se desenvolverem de forma aderida. As células foram
cultivadas rotineiramente em meio RPMI 1640 contendo 2 mM de L-glutamina, 1 mM
de piruvato sédico, 2000 mg/L de bicarbonato de sodio e soro fetal bovino 10%.

Para avaliacdo da citotoxicidade da fase liquida do 6leo, as células foram
semeadas na concentracdo de 2 x 10° células/mL em placas de 96 pocos. Apds 24
horas de cultivo, foi adicionado meio de cultura com diferentes concentragdes do dleo
volatil 62,5; 125,0; 250,0; 500,0 e 1000 ug.mL™ e as células foram cultivadas por 72
horas. Uma solugédo de 75% de Etanol p.a. e 25 % de Propilenoglicol, foi utilizada
como veiculo para solubilizacdo do 6leo. Cumpre ressaltar que esse veiculo nao foi
citotdxico estando presente em concentracao inferior a 0,5% em cultura. As células
que se desenvolveram em meio de cultura contendo apenas o veiculo foram
denominadas controle negativo (Ctrl).

A avaliacdo da citotoxicidade da fase vapor do 6leo volatil foi realizada
utilizando-se da metodologia descrita por Seal et al. (2012), modificada. As células
Calu-3 foram semeadas na concentracdo de 5 x 10* células/mL em placas de 24
pocos, mantendo pocos desprovidos de células onde foi adicionado uma solugéo com
oleo volatil em diferentes concentra¢des, conforme demonstrado na Figura 6.

As células foram colocadas para aderir durante 24 horas. Apds a aderéncia,
foram adicionados 1000 uyL de meio RPMI com odleo volatili de L. dentata L.
solubilizado em um veiculo (75% Etanol p.a. + 25% Propilenoglicol) nas

concentracbes de 500, 750 e 1000 pg.mL‘1, sendo que cada placa de cultivo
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apresentou 6leo em apenas uma concentracdo, da mesma forma que o controle
também foi colocado em uma placa isolada.

Para a avaliagao da fase liquida, as solug¢des tanto do 6leo, quanto do controle,
foram colocadas sobre as células aderidas e entraram em contato com as mesmas.
Entretanto, quando avaliado a fase vapor, as solugbes foram colocadas em pogos ao
lado dos que foram utilizados para o plaqueamento celular (Figura 6 — pogos de
coloragao roxa). Vale ressaltar que estas solugdes para fase vapor ndo entraram em
contato com as células, por isso foram testados apenas os compostos que se
volatilizaram a 37°C. Por fim, as placas foram incubadas por 72 horas a 37°C em

estufa com atmosfera Umida e 5% de CO.».
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Figura 6. Modelo ilustrativo do plaqueamento das células Calu-3 para determinagao da citotoxicidade
(A) e para a busca do mecanismo de agao (B) da fase vapor do éleo volatil.

Nos pogos com coloragéo roxa foi colocado o éleo volatil em uma concentragao unica, 500, 750 ou

1000 pg/mL por placa. Nas colunas em branco com C, foram semeadas as células Calu-3. O controle

foi realizado em placa separada daquelas de tratamento com o 6leo e contou com o veiculo de

solubilizacéo do 6leo volatil.

4.6.1. DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE
4.6.1.1. ENSAIO DE METABOLISMO CELULAR DE REDUCAO DO MTT

Um dos ensaios de viabilidade celular € o metabolismo celular de reducéo do
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), o MTT. Uma reagéo
de cor para medida do numero de células viaveis. O anel de tetrazolio desta
substancia é clivado nas mitocondrias ativas, formando cristais de formazan de
coloragao violeta que podem ser lidos por espectrofotometria quando solubilizados
em dimetilsulféxido (DMSO) (MOSMANN, 1983).
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Apdés 72 horas do tratamento descrito no item 4.6, o sobrenadante foi
desprezado e 400 pL de uma solucdode MTT a 0,5 mg.mL'1 foi adicionada as células,
seguindo a metodologia de Mosmann (1983). Em seguida, as culturas foram
incubadas a 37°C durante 2 horas, ao abrigo da luz, até a observagéo da presenca
dos cristais de formazan. Para a solubilizagdo destes cristais, 200 uyL de
dimetilssulfoxido (DMSO) foi acrescentado. A leitura espectrofotométrica da
absorvancia foi realizada em comprimento de onda de 550 nm, em leitora de placas
(Biotek, yQuant). Para o calculo da viabilidade celular (%) utilizou-se a equagéao a

seqguir.

EQUACAO 4. Calculo da porcentagem de viabilidade celular pelo método de redugéo do MTT.

o Absorvancia média da amostra
% viabilidade = — — x100
Absorvancia média do controle

Os resultados obtidos foram utilizados para o calculo da concentragdo de dleo
eficaz para inibir 50% de crescimento celular (IC50). O valor foi obtido através da

analise de Probit e do método dos minimos quadrados.

4.6.1.2. CITOTOXICIDADE PELO METODO DA SULFARODAMINA B

O ensaio da sulfarodamina B (SRB), também ¢é utilizado para a analise da
citotoxicidade desde 1990. Este corante possui habilidade de se ligar a componentes
protéicos da célula que foram fixados nos pocos de cultura pelo acido tricloroacético
(TCA). SRB é um corante aminoxantano rosa brilhante com dois grupamentos
sulfénicos que se ligam a residuos de aminoacidos em condi¢gées de meio acido e
dissociam em meio basico. Como a ligacdo deste corante é estequiométrica, a
quantidade de corante extraido das células é diretamente proporcional a massa
celular (VICHAI & KIRTIKARA, 2006).

Para a analise da Sulfarodamina B (SRB), utilizou-se a metodologia descrita por
Papazisis et al., 1997 (modificada). Decorrido a incubagdo de tratamento, o
sobrenadante foi desprezado e as células foram lavadas com 200 pyL de tampéo de
fosfato de sodio pH 7,4. Em seguida, foram adicionados 200 uL de acido

tricloroacético 10% gelado e as placas foram colocadas na geladeira por 30 minutos,
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para fixagdo das células. Na sequéncia, as células foram lavadas trés vezes com 200
ML de agua destilada e permaneceram 24 horas em temperatura ambiente, para
secagem. Decorrido este tempo, foram adicionados 200 yL de uma solugao de SRB
0,2% e aguardado 30 minutos. Em seguida, as placas foram lavadas com 300 uL de
acido acético 1% e novamente foram secas por 24 horas. Apés este periodo foram
adicionados 200 pL de TrisBase 10mM e a leitura espectrofotométrica da absorvancia
foi realizada em comprimento de onda de 432 nm, em leitora de placas (Biotek,

puQuant).

4.6.1.3. ANALISE INDIRETA DO CONTEUDO DE DNA CELULAR -
FLUORIMETRIA PI

A anadlise do conteudo de DNA celular consiste em avaliar a fragmentagéo do
DNA apés o tratamento com iodeto de propideo (PI). Ele € um composto fluorescente
que se intercala no DNA e quando analisado por espectrofotometria pode revelar o
potencial citotoxico de uma substancia (NICOLLETI et al., 1997).

Apds o periodo de incubacéo, o sobrenadante foi desprezado e sobre as células
aderidas foram adicionados 200 yL de uma solugao de iodeto de propidio (0,1% de
citrato, 0,1% de Triton X-100 e 50 ug/mL de iodeto de propidio) e mantida em contato
com as células pelo periodo de 24 horas ao abrigo da luz, seguindo a descri¢ao de
Hooft Van Huijsduijnen et al. (2013), modificada. A leitura da fluorescéncia foi
realizada em leitora de placas nos comprimentos de onda de 530 nm (excitacéo) e

620 nm (emiss&o). Para o calculo foi utilizada a Equacéo 5.

EQUACAO 5. Calculo da porcentagem de contetido de DNA.

Fluorescéncia média da amostra X100

% conteudo de DNA = — —
0 Fluorescéncia média do controle

4.6.2. CARACTERIZACAO DO EFEITO CITOTOXICO E BUSCA PELO
MECANISMO DE ACAO DO OLEO VOLATIL EM CELULAS CALU-3
46.2.1. AVALIACAO MORFOLOGICA CELULAR POR MEIO DO
EMPREGO DO CORANTE ROSENFELD (1947)



36

As células Calu-3 foram semeadas conforme descrito anteriormente no item
4.6., sendo que para cada pogo contendo células foi adicionado uma laminula. Apos
24 horas de tratamento somente com a concentracéo de 750 pg.mL'1, o sobrenadante
foi retirado e adicionado 200 uyL de corante de Rosenfeld sobre as laminulas por 4
minutos. Na sequéncia, 400 pL de agua destilada fervida foram adicionadas e
aguardado 10 minutos. Para retirar o excesso de corante, a laminula foi lavada com
agua corrente rapidamente e apds a secagem da laminula foi realizada a montagem
em laminas com Permount. A morfologia celular foi visualizada em microscopio

foténico Olympus CX31, acoplado a camera C7070.

4.6.2.2. AVALIACAO MORFOLOGICA POR MEIO DO EMPREGO DOS
CORANTES FLUORESCENTES ALARANJADO DE ACRIDINA
COM BROMETO DE ETIDIO (AO/BE) E HOESCHT 33342

Para avaliar um possivel mecanismo de morte celular podem ser realizados
testes de avaliagdo morfoldgica, dentre eles, os corantes alaranjado de acridina, que
permeia todas as células e faz com que o nucleo apareca verde, o brometo de etidio
que soO permeia as células que ja perderam a integridade da membrana citoplasmatica
e cora o nucleo de vermelho (RIBBLE et al., 2005) e o corante fluorescente Hoescht
33342, excitado com luz ultravioleta, que se liga rapidamente ao DNA revelando se a
cromatina nuclear esta frouxa ou condensada. Desta forma, pode-se observar
claramente o processo de morte por apoptose (AMARANTES-MENDES et al., 1997).

Em placas de 24 pocos foram semeadas as células Calu-3 sobre laminulas
conforme o item 4.6. Neste ensaio somente a concentragdo de 750 pg.mL™ foi
avaliada. As células também foram tratadas com dois antitumorais (controles
positivos), o clorambucil (20 uM) e a vincristina (40 nM). Por fim, foram incubadas por
24 horas a 37°C em estufa com atmosfera umida e 5% de CO,. Apds 24 horas de
tratamento, os pogos foram lavados com 200 uL de tampéo fosfato de sodio (pH 7,4).
Na sequéncia foram adicionados 10 pyL da mistura de corantes alaranjado de acridina
com brometo de etidio (200 pg/mL) ou Hoescht 33342 (0,5 pg/mL) sobre as laminulas
e estas invertidas sobre as laminas. A coloracao foi visualizada em microscépio 6ptico
de fluorescéncia Olympus BX41 (filtro com excitagdo de 480/30 nm e emissao 535/40

nm) e os campos foram registrados com camera fotografica Olympus DP71 acoplada.
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Os critérios utilizados para a classificacdo das células submetidas a coloragao
AO/BE, segundo Ribble e colaboradores (2005), foram:

a) Células viaveis: nucleos normais e coloragao verde;

b) Células apoptoticas em fase inicial (membranas intactas): nucleo verde
e brilhante, porém sem uniformidade com condensagdo ou fragmentacdo da
cromatina;

C) Células apoptoticas em fase tardia (perda da integridade da membrana):
com condensagao de cromatina e areas alaranjadas no nucleo;

d) Células necrdéticas: nucleo laranja uniforme com perda da integridade de
membrana.

Ja para a analise de detecgao de células apoptoticas com o emprego do corante
Hoescht 33342, foi observado o formato morfolégico do nucleo e da cromatina e
detectado a presenga de condensacdo de cromatina (alta intensidade de
fluorescéncia) (AMARANTES-MENDES et al., 1997).

4.6.2.3. ENSAIO DE INTEGRIDADE DE MEMBRANA PELA LIBERACAO
DE LACTATO DESIDROGENASE (LDH)

A quantificagdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) liberada no citoplasma
€ proporcional ao numero de células lisadas pelo processo necrético, ou seja,
permeabilizacdo da membrana plasmatica (CHAN et al., 2013). A fim de quantificar
esta enzima, as células Calu-3 foram semeadas assim como descrito no item 4.6.
Apos o periodo de tratamento com a concentracdo de 750 ug.mL™, o sobrenadante
foi coletado em tubo de 2 mL e centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos. A
determinacao da atividade da LDH, foi mensurada em um equipamento ADVIA® 1200
— Siemens com o kit LDH DGKC (Kovalent®) por meio de uma reacéo cinética. Foram
homogeneizados 20 yL de cada amostra com 1000 yL do mono-reagente. A
absorvancia foi lida apds 1, 2, 3 e 4 minutos em espectrofotdbmetro com comprimento
de onda de 340 nm. Para o calculo da atividade de LDH (U/L) foi utilizada a Equagao
6.
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EQUACAO 6. Calculo da atividade de LDH (U/L) a partir da variagdo da absorbancia (AA) a cada

minuto.

xX8095 = atividade LDH

minuto

4.6.2.4. ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

O ensaio de fragmentagdo do DNA consiste em avaliar o conteudo de DNA de
cada célula, apos o tratamento com iodeto de propideo (Pl). Um composto
fluorescente que se intercala no DNA e quando analisado por citometria de fluxo revela
as alteragdes no ciclo celular (NICOLLETI et al., 1997). O ciclo celular esta dividido
em 4 fases: a fase G1, durante a qual a célula cresce devido as sinteses proteicas; a
fase S, durante a qual a célula duplica seu DNA; a fase G2 que € uma outra fase de
crescimento e a fase M, que representa a divisdo celular propriamente dita (BRUCE
et al., 2002).

As células Calu-3 foram plaqueadas de acordo com a descricdo do item 4.6.
para a analise do ciclo celular. Com 24 horas de tratamento, as células foram
coletadas e lavadas com tampao de fosfato de sédio pH 7,4. Para analisar a
distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular, as células foram
ressuspendidas em 200 yL de uma solucéo de lise PSSI (50 pg/ml PI, 0,1% Triton X-
100 e 50 ug/ml RNAse) em tampéo fosfato de sédio (pH 7,4) descrita anteriormente
por Nicolleti e colaboradores em 1997. Ap6s 30 minutos, as amostras foram
analisadas em citdbmetro de fluxo (FACSCanto |l da Becton & Dickinson, San Jose,
CA, EUA). Os resultados obtidos foram processados utilizando o programa Diva
(Becton & Dickinson), avaliando-se uma média aproximada de 40.000 eventos por

amostra.

46.25. ANALISE DO POTENCIAL TRANSMEMBRANICO DE
MITOCONDRIA (MTP)

O corante rodamina 123 (RH-123) também pode ser utilizado para elucidar o
mecanismo de agdo devido a sua acumulacdo eletroforética nas mitocondrias e
consequente aumento da fluorescéncia. Ele € empregado para realizar a medi¢ao do

potencial de membrana orientado pela respiracdo. As mudancas sao induzidas pelo
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movimento de prétons que ocorrem através da membrana interna mitocondrial
durante a fosforilagdo oxidativa. Em condigbes fisioldgicas, ha extrusdo ativa de
prétons pela respiragcdo e consumo passivo de prétons através da ATP sintase
durante sintese de ATP, além de outras vias. Da mesma forma, a polarizacéo da
membrana por adicdo de substratos respiratorios para mitocondrias isoladas induz
RH-123 aumentando a fluorescéncia, enquanto a despolarizacédo através da adigao
de ATP induz recuperacgao de fluorescéncia (BARACCA et al., 2003).

Para analisar se houve despolarizagcao mitocondrial por citometria de fluxo, as
células Calu-3 foram tratadas conforme descrito no item 4.6. Com 24 horas de
tratamento, as células foram lavadas com tampé&o fosfato de sédio (pH 7,4) e em
seguida ressuspendidas em 250 uL deste tampao. Em seguida, foram adicionados 5
ML do reagente Rodamine 123 e as células foram incubadas em banho-maria a 37°C.
Apos 30 minutos, os tubos foram centrifugados a 1700 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi retirado e levado para analise em citdmetro de fluxo (FACSCanto Il
da Becton & Dickinson, San Jose, CA, EUA). Os resultados obtidos foram
processados utilizando o programa Diva (Becton & Dickinson), avaliando-se uma

média aproximada de 30.000 eventos por amostra.

4.6.2.6. ENSAIO DE EXTERNALIZACAO DA FOSFATIDILSERINA -
ANEXINA V

O ensaio da externalizagao da fosfatidilserina através da Anexina V conjugada
com uma fluoresceina (FITC), pode indicar um processo de morte celular por
apoptose. Nele a fluoresceina se externaliza na membrana da célula e se liga a
fosfatidilserina e esta ligacdo pode ser analisada por citometria (VERMES et al.,
2000).

Para analisar esta externalizacdo, utilizou-se o ensaio da Anexina V conjugada
com uma fluoresceina (FITC) (Becton & Dickinson, San Jose, CA, EUA). Apés o
tratamento das células conforme descrito no item 4.6., descartou-se o sobrenadante
e as células foram ressuspendidas em 200 pL de tampéao de ligagdo. Uma aliquota
de 100 pL desta solugao foi colocada em contato com 5 pL do reagente FITC Annexin
V (Becton & Dickinson, San Jose, CA, EUA), levemente agitadas em vortex e
incubadas em temperatura ambiente (25°C) ao abrigo da luz por 15 minutos. A

solugéo foi diluida em 400 uL de tampao de ligagao e levada para analise no citbmetro
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de fluxo (FACSCanto Il da Becton & Dickinson, San Jose, CA, EUA). Os resultados
obtidos foram processados utilizando o programa Diva (Becton & Dickinson),

avaliando-se uma média de 10.000 eventos por amostra.

4.7. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se a analise de variancia
(ANOVA) de uma via, sendo que, quando necessario, foi empregado o teste post-hoc
de Tukey. Também foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Os resultados foram
expressos como média * erro padrdo da média (EPM) e média £ desvio padrao (DP).
Valores de P menores do que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de
significancia. Os calculos foram realizados utilizando o Software estatistico GraphPad
Prism versao 5.03 (San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA

Morfologicamente, Lavandula dentata L. se apresenta como um pequeno
arbusto medindo de 0,7-1,0 metro de altura (Figura 7A) com filotaxia oposta cruzada.
As folhas sao simples e sésseis, com coloragéo verde-acinzentada, lanceoladas, com
consisténcia carnosa e nervagao peninérvea. O apice € obtuso, as margens sao
crenadas, a base é atenuada e medem de 3-4 cm de comprimento e 3-6 mm de
largura (Figura 7B). Apresentam superficie pilosa devido a grande quantidade de
tricomas (Figuras 7C, 8A, 10A e B), especialmente na face abaxial assim como
Lavandula angustifolia Mill. Para diferencia-la, observa-se que possui um apice
agudo, consisténcia intermediaria entre herbacea e membranacea e margem das
folhas recurvadas no sentido abaxial. Lavandula angustifolia apresenta folhas com a
mesma coloragcdo, com folhas adultas de cerca de 4,5 cm de comprimento e 4 mm
de largura, porém sua margem & inteira (RIVA, 2014).

Lamiaceae compreende varias espécies aromaticas que ocorrem em ambientes
aridos e, que frequentemente, apresentam caracteristicas xeromoérficas, a exemplo
de folha hipoestomatica, epiderme coberta por numerosos tricomas e cuticula
espessa (METCALFE & CHALK, 1950).

A anatomia foliar, compreendendo as caracteristicas da seccéo transversal da
folha, é importante na descrigdo das espécies vegetais. Sabe-se que para a familia
Lamiaceae esta avaliagdo € bastante util para a delimitagcdo dos taxa a nivel de
género (SALMAKI et al., 2011).

A lamina foliar de L. dentata, em vista frontal, apresentou células epidérmicas
com paredes anticlinais ondeadas em ambas as faces. Diferentemente, Duarte &
Souza (2014) encontraram paredes anticlinais ligeiramente ondeadas na face adaxial
e contorno sinuoso na face abaxial. Alguns fatores abidticos, como a luminosidade,
podem influenciar nesta caracteristica. Na maioria das plantas de sombra, as células
apresentam contorno sinuoso em ambas as faces da folha. Ja nas plantas de sol, as
células epidérmicas apresentam contorno reto na face adaxial (WILKINSON, 1979).

Em seccédo transversal, a epiderme € uniestratificada e coberta por cuticula

espessa (Figura 10C) e estriada (Figura 7C) que reagiu positivamente com Sudam Il
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na analise microquimica (Figura 10C). As células epidérmicas da face adaxial
mostram-se maiores que as da face abaxial (Figura 10F). As folhas sé&o
hipoestomaticas e mostram estébmatos (Figuras 7D e 8D) do tipo diacitico que se
encontram no mesmo nivel das demais células epidérmicas. Essa caracteristica
também foi observada por Duarte e Souza (2014) e por Riva (2014). Folhas
hipoestomaticas também foram encontradas em outros géneros de Lamiaceae
(FIUZA et al., 2010). Adicionalmente, ao redor dos estdbmatos sédo observadas estrias

cuticulares concéntricas e tangenciais (Figuras 7C, D e 8D).

SEMHV10.0kv |
View fiekt: 138 um
SEM MAG: 1.00 kx  Date{m/dy): 0526/14 C.LABMU UEPG

View fiekd: 25.1 pm | Det: SE
SEM MAG: 550 kx| Dale{midy): 05726114

FIGURA 7. Lavandula dentata L. — Lamiaceae — Aspectos gerais. A. Aspecto geral das partes aéreas
vegetativas e reprodutivas. B. Aspecto geral da folha, face adaxial (ad) e abaxial (ab). C. Vista frontal
da face abaxial, mostrando tricomas tectores ramificados (tr), cuticula estriada (ct) e estdbmato (st)
(Microscopia eletrénica de varredura - MEV). D. Vista frontal da face abaxial, evidenciando estémato
(st) e cuticula estriada (ct) (MEV). Barra = 2cm (A), 0,5cm (B).
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O sistema de revestimento de folhas, caules e estruturas reprodutivas de
Lamiaceae tem importadncia taxondmica, especialmente os tricomas, pois a
morfologia, distribuicdo e frequéncia podem ser usadas para diferenciar as varias
subfamilias (RIVA et al., 2014; RUSYDI et al., 2013; LIU et al., 2012; CELEP et al.,
2011; SALMAKI et al., 2011; MARIN et al., 2010; KAHRAMAN et al., 2010; DINC &
OZTURK, 2008; HARLEY et al., 2004; HANLIDOU et al., 1991; HEINRICH et al.,
1983). Dentro desse contexto, destacam-se os tricomas glandulares, que nessa
familia mostram-se peltados e capitados (LIU et al., 2012; CELEP et al., 2011; MARIN
et al., 2010; ZUZARTE et al., 2009; IRITI et al., 2006; RAPISARDA et al., 2001).

Lavandula dentata apresenta trés tipos distintos de tricomas, dois glandulares e
um tector, bem como outros membros de Lamiaceae (GRUJIC et al., 2014; RUSYDI
et al., 2013; LIU et al., 2012; KAHRAMAN et al., 2010) e de Lavandula, a exemplo de
Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. e Lavandula angustifolia Mill. (RIVA et al., 2014).

O tricoma tector € pluricelular e ramificado (Figuras 7C; 8A, B e C; 9A e C), assim
como os encontrados em Lavandula latifolia Medik., Lavandula luisieri (Rozeira) Rivas
Mart., Lavandula multifida L. e Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. Lavandula
pedunculata e L. mutifida apresentaram tricomas bifurcados e ramificados mistos
(ZUZARTE et al, 2010; ZUZARTE et al., 2009; ZUZARTE et al, 2008).
Diferentemente da constatagéo geral, Lavandula viridis L'Hér. ndo apresentou tricoma
tectores (ZUZARTE et al., 2009). Esses anexos epidérmicos tém a fungéo de proteger
a planta contra a perda de agua, atuar na regulagdo da temperatura através da sua
capacidade reflexiva e na protecdo mecanica contra herbivoros, além de proteger os

tricomas glandulares (LIU et al., 2012).
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SEM HV: 25.0 kV WD: 15.06 mm SEM HV: 25.0 kV WD: 15.06 mm I I VEGA3 TESCAN
View field: 173 pm Det: SE View field: 69.3 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 800 x | Date(m/dly): 04/07/14 C-LABMU UEPG SEM MAG: 2.00 kx | Date(m/dly): 04/07/14 C-LABMU UEPG

FIGURA 8. Lavandula dentata L. — Lamiaceae — Vista frontal da face abaxial (MEV). A. Tricoma tector
ramificado (tr). B. Tricoma tector ramificado (tr). C. Tricoma tector ramificado (tr), cuticula estriada (ct)
e estOmato (es). D. Estdmato (es) e cuticula estriada (ct).

Nesse estudo, L. dentata apresenta tricomas glandulares capitados (Figura 9B,
10B, C, E e F) e peltados (Figuras 9D e 10D). Os primeiros mostram-se formados por
uma célula basal com pedicelo curto formado por 1-3 células e cabecga uni ou bicelular
globosa. Esses tricomas foram amplamente relatados em espécies de Lamiaceae
(RUSYDI et al., 2013; GONCALVES et al., 2010) e em Lavandula spp. (ZUZARTE et
al., 2010; ZUZARTE et al., 2009; ZUZARTE et al., 2008; HUANG et al., 2008; IRITI et
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al., 2006). Dentre a familia, aparecem pedicelos uni ou pluricelulares, a exemplo de
Salvia spp. com até 5 células, e cabegas unicelulares ou raramente bicelular como
Melissa officinalis L. e Salvia spp. Os tricomas mais comuns sdo aqueles com
pedicelos e cabecas unicelulares. Além de Calamintha menthifolia Host, tricomas com
3 células também estdo presentes nas folhas de Coridothymus capitatus (L.) Rchb.f.,
Majorana syriaca (L.) Raf., Micromeria fruticosa (L.) Druce, Satureja thymbra L., Salvia
officinalis L., Salvia sclarea L., Salvia dominica L., Origanum vulgare L., Mentha
piperita L. e Mentha viridis (L.) L. Pélos glandulares com pedicelo bicelular e cabecgas
alongadas unicelulares, tém sido encontrados nas folhas de Majorana syriaca, Melissa
officinalis, Origanum vulgare, Salvia officinalis e Rosmarinus officinalis L. (HANLIDOU
et al., 1991).

Os tricomas peltados de L. dentata sdo formados por uma unica célula basal,
por pedicelo curto e cabecga pluricelular arredondada. Observacdo semelhante foi
verificada nos trabalhos de Duarte & Souza (2014) e Riva (2014). Alguns autores
salientaram que os tricomas peltados de Lamiaceae sao formados por uma cabeca
larga contendo até 16 células (CELEP et al., 2014; RUSYDI et al., 2013; CELEP et
al., 2011; KAHRAMAN et al., 2010; HALLAHAN, 2000), podem variar de 8 em Mentha
piperita para 18 em Micromeria fruticosa. O tipo encontrado em Calamintha
menthifolia, com 12 células e pedicelo unicelular parece ser o tipo mais comum.
Também é descrito para Majorana syriaca, Melissa officinalis, Salvia officinalis, Salvia
fruticosa e Satureja thymbra (HANLIDOU et al., 1991).

Os tricomas glandulares, que comumente contém O&leos volateis, estédo
amplamente distribuidos no reino vegetal, especialmente em algumas familias como
Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rutaceae, Apiaceae e outras
(BUDEL et al., 2012; FARAGO et al., 2005; LAVABRE, 1997).

Os 6leos volateis atuam como sinais de comunicagédo quimica com os vegetais
e como armas de defesa quimica contra os animais. Independentemente de sua
composi¢cdo quimica, os Oleos volateis sdo compartimentalizados em estruturas
anatbmicas que evoluiram de células oleiferas, cavidades e dutos secretores a
tricomas glandulares (GOTTLIEB & SALATINO, 1987).

O dleo volatil presente nos tricomas glandulares de L. dentata fica armazenado
no espacgo subcuticular e, este, reagiu a pesquisa com Sudam Ill, como observado

no trabalho de Giuliane e Bini (2008) para as espécies de Lamiaceae, a exemplo de
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Stachys officinalis subsp. haussknechtii (Nyman) Greuter & Burdet, Stachys

alopecuros (L.) Benth., Stachys annua (L.) L. e Scutellaria galericulata L.

SETA HV:250kV | D: 15.03 mm

View field: 173 pm Det: SE
SEM MAG: 800 x Date(m/dly): 04/07/14
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FIGURA 9. Lavandula dentata L. — Lamiaceae. Vista frontal da face adaxial (MEV). A. Tricomas
tectores ramificados (tr). B. Tricoma glandular capitado (tgc). C. Tricomas tectores ramificados (tr). D.
Cuticula estriada (ct) e tricoma glandular peltado (ip).

A lamina foliar de L. dentata, em seccdo transversal, apresenta mesofilo
dorsiventral, formado por 1-2 camadas de parénquima palicadico e 3-4 camadas de
parénquima esponjoso (Figura 10F). O tipo de parénquima e a variagdo no numero
de camadas que compde o mesofilo podem ser importantes para a classificacdo das

espécies dentro dos taxa (SALMAKI et al., 2011). Este tipo de mesofilo permite



47

revelar que a espécie requer grande quantidade de umidade no solo e atmosfera
relativamente Umida (APPEZZATO-DA-GLORIA & CARMELLO-GUERREIRO,
2006). No interior do parénquima esponjoso ocorrem feixes vasculares colaterais de
pequeno porte que estdo recobertos por uma bainha que controla a entrada e saida
de substancias (RAVEN et al., 2007).
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FIGURA 10. Lavandula dentata L. — Lamiaceae — folha. A. Vista geral da superficie abaxial do limbo
foliar apresentando grande numero de tricomas (MEV). B. Detalhe da figura anterior, mostrando
tricoma tector ramificado (tr) e tricoma glandular capitado (tgc) (MEV). C. Secgéao transversal da lamina
foliar, evidenciando epiderme (ep) com cuticula (ct) em reagdo com Sudam Il e tricoma glandular
capitado (tgc) e parénquima paligadico (pp). D. Epiderme (ep) foliar em secg¢do transversal,
apresentando cuticula (ct), tricoma glandular peltado (tp) e tricoma tector ramificado (tr). E. Secgéo
transversal do limbo foliar, evidenciando epiderme (ep), parénquima esponjoso (pe), tricoma glandular
capitado (tc) e tricoma tector ramificado (tr) na face abaxial. F. Secgéo transversal do mesofilo,
mostrando cuticula (ct), epiderme (ep), parénquima paligadico (pp), parénquima esponjoso (pe),
estdmato (es), tricoma glandular capitado (tgc) e tricoma tector ramificado (tr). Barra = 50um (C, D, E,
F).
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A nervura central, seccionada transversalmente, tem formato levemente
cbncavo-convexo, sendo truncada na face abaxial (Figura 11A). O formato da secgao
transversal da nervura central tem importancia taxondémica, pois auxilia na
identificacao e diferenciagdo de espécies vegetais (WOSCH et al., 2015; BARRETO
et al., 2015). Nesse sentido, diferentemente da espécie em estudo, Lavandula
angustifolia Mill. mostrou convexidade aguda na face abaxial da nervura central
(RIVA et al., 2014).

A epiderme € uniestratificada, coberta por cuticula estriada e evidencia tricomas
similares aos descritos para a lamina (Figuras 11A e B). Subjacentemente, ocorre 1-
2 camadas de colénquima angular em ambas as faces (Figura 11C). Mergulhado no
parénquima fundamental, observa-se um feixe vascular colateral central (Figuras 11A
e D) cercado por uma bainha parenquimatica (Figura 11D). Esta € uma caracteristica
comum em Lamiaceae (SALMAKI et al., 2011).
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FIGURA 11. Lavandula dentata L. — Lamiaceae — nervura central. A. Seccéo transversal evidenciando
forma levemente cdncava-convexa. B. Vista frontal da face adaxial, mostrando tricoma tector ramificado
(tr) (MEV). C. Seccao transversal da face abaxial, indicando epiderme (ep), colénquima (co) e
parénquima fundamental (pf). D. Detalhe do feixe vascular da nervura central, mostrando parénquima
fundamental (pf), xilema (xi) e floema (fl). Barra = 200y (A), 50um (C, D).

O caule, em secc¢ao transversal, apresenta formato quadrangular (Figura 12A e
B). O sistema de revestimento mostra epiderme coberta por cuticula espessa e
estriada (Figura 12E) e inumeros tricomas semelhantes aos descritos para o limbo
foliar com maior frequéncia dos tectores ramificados (Figura 12B e C). Internamente
a epiderme, ocorre colénquima angular alternado com parénquima cortical. Limitando
internamente o cértex, aparece a endoderme. Calotas esclerenquimaticas sao
observadas, entretanto, bem desenvolvidas nas quatro arestas (Figura 12A), estas
reagiram positivamente a pesquisa de lignina. O sistema vascular é tipico, sendo o
floema localizado externamente e o xilema internamente (Figura 12E). A medula é
formada por células parenquimaticas delgadas e nao lignificadas (Figura 12D). Essas
caracteristicas sdo comuns na maioria das espécies de Lamiaceae (RUITERS et al.,
2015; DUARTE & SOUZA, 2014; GRUJIC et al., 2014; CELEP et al., 2011;
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BAGHERPOUR et al., 2010; KAHRAMAN et al., 2010; OZDEMIR et al., 2009; DING
& OZTURK, 2008).

SEM HV: 25.0 kV WD: 14.57 mm I I VEGA3 TESCAN
View field: 1.38 mm Det: SE 200 pm

SEM MAG: 100 x | Date(m/dly): 04/07/14 C-LABMU UEPG

FIGURA 12. Lavandula dentata L. — Lamiaceae — caule. Visao geral da secgéo transversal. B. Secgao
transversal em MEV. C. Secgéo transversal, mostrando epiderme (ep), fibras esclerenquimaticas (fi),
tricomas tectores ramificados (ir). D. Detalhe do xilema (xi) e da medula (me). E. Detalhe da calota de
fibras esclerenquimaticas (fi), floema (fl) e xilema (xi). Barra = 200pm (A), 50um (C, D, E).
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5.2.  ANALISE DO OLEO VOLATIL POR CG-EM

Durante o processo de extracao das partes aéreas de L. dentata L. por meio do
aparato de Clevenger, foi observado que o 6leo volatil extraido possui uma densidade
menor do que a densidade da agua, coloragao amarelo claro e odor caracteristico. O
teor calculado pela média de 15 extragdes realizadas foi de 0,85%. Geralmente,
quando realizada a extragdo das partes vegetativas aéreas, a concentracéo de 6leo
obtida € baixa, inferior a 1% (BRUNETON, 1991).

Os tricomas glandulares peltados sao responsaveis por produzir a maior parte
deste 6leo essencial, principalmente, monoterpenos e sesquiterpenos. Ja os tricomas
capitados normalmente secretam pouca quantidade de 6leo essencial e secretam
quantidades variaveis de polissacarideos (TURNER et al., 2000; CLARK et al., 1997,
FIGUEIREDO et al., 1995; WERKER, 1993).

O componente mais encontrado nos 6leos volateis s&o os terpenos, sendo eles
representados por misturas complexas de terpenos, terpenos oxigenados,
monoterpenos (C10) ou sesquiterpenos (C15). Além destes, pode apresentar
pequenas quantidades de diterpenos, fenilpropanoides, acrescidos de moléculas
menores, como alcoois, aldeidos, cetonas de cadeias curtas e o perfil terpénico,
podendo apresentar substancias constituidas de moléculas de dez e quinze carbonos
e outros componentes em fungcdo da planta aromatica (CASTRO et al., 2004,
SERAFINI et al., 2001; SIANI, 2000; LANCAS & CAVICHIOLI, 1990).

Os principais compostos identificados, comparando o indice de retencao
tedrico com o calculado, para o 6leo volatil das partes aéreas de L. dentata estao

descritos na tabela abaixo.
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TABELA 1. Composigdo quimica do 6leo volatil de L. dentata L. obtido por CG-MS.

Peso indice de indice de
Constituinte molecular retencgéo retencdo Concentracao (%)

(g/mol) calculado teérico

Isolimoneno’ 136,2340 980 980 6,96
1,8 — cineol’ 154,249 1034 1026 63,25
Linalol’ 154,25 1100 1095 3,70
Trans — pinocarveol’ 152,23 1142 1135 5,65
Trans- verbenol’ 152,2334 1150 1140 2,69
Ment-3-en-8-ol’ 154,25 1154 1145 3,95
Thuj-3-en-10-al’ 150,2176 1175 1181 6,53

14-hidroxi-4,5-dihidro
cariofileno? 222,3663 1710 1706 1,72

' Monoterpeno.

2 Sesquiterpeno.

Os resultados relativos a constituicido quimica do dleo volatii em estudo,
apresentam uma porcentagem de 92,72% de monoterpenos, com 1,8-cineol como
componente majoritario e 1,72% de sesquiterpenos (14-hidroxi-4,5-dihidro
cariofileno). Estes resultados sdo condizentes com o verificado na literatura assim
como Simdes e Spitzer (2007), que afirmam que em 90% dos 6leos volateis ha
predominio de monoterpenos. Em sua maior composicdo apresentam-se
monoterpenos oxigenados e hidrocarbonados, assim como Chhetri et al. (2015),
Masetto et al. (2011) e Imelouane et al. (2009). Neste ultimo trabalho, o 1,8-cineol foi
o componente majoritario com 41,28%. As espécies de L. dentata avaliadas, do
Marrocos e da Tunisia, apresentaram altas concentracbes de 1,8-cineol, 41,3 e
33,5% respectivamente (CHHETRI et al., 2015). Em 2010, Imelouane et al.,
realizaram coletas de L. dentata L. em Taforalt, Talazart no oriente do Marrocos e
obtiveram quantidades diferentes deste monoterpeno oxigenado, apenas 5,53% nas
partes aéreas. O componente majoritario encontrado foi o beta-pineno com 27,08%.
Além do estagio de desenvolvimento, a época de colheita afeta o teor e composigéo
do 6leo volatil, assim como outras variaveis (MASETTO et al., 2011).

Lavandula x alardii, uma espécie hibrida (L. dentata x L. latifolia), apresentou
aproximadamente 60% de 1,8-cineol em sua composicdo quando analisada por Bruni

et al. em 2006, assim como L. luisieri (76,68%) quando analisada por Sanz et al. em



54

2004. L. angustifolia também apresentou um alto teor de monoterpenos oxigenados,
porém os seus componentes majoritarios sao o linalol e o acetato de linalilo, assim
como L. x intermedia e L. vera (SANTANA et al., 2012; HUSSAIN et al., 2011; BRUNI
et al., 2006). Lavandula latifolia apresenta o mesmo perfil, porém as substancias em
maior quantidade s@o o linalol e a canfora (SANTANA et al., 2012). Lavandula
stoechas apresentou a fenchona e a canfora como componentes majoritarios (GIRAY
et al., 2008).

Também conhecido como cineol, eucaliptol ou 1,3,3-trimetil-2-oxabiciclo [2.2.2]
octano, o 1,8-cineol apresenta atividades antimicrobiana, expectorantes,
gastroprotetora, anti-inflamatdrias, anestésica, antisséptica, repelente, nematicida,
antiespasmadica, entre outras. Além destas atividades, possui um carater ndo-reativo
e ndo toxico (MASETTO et al., 2011; SIMOES & SPITZER, 2007; VINCENZI et al.,
2002).

5.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.3.1. CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO
BACTERICIDA MINIMA (CBM)

O dleo volatil foi testado frente a diferentes espécies para avaliar seu potencial

antimicrobiano. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 2.

TABELA 2. Concentragéo inibitdria minima (CIM) em pg.mL" e concentragcédo bactericida minima
(CBM) do dleo volatil de Lavandula dentata L. apés 24 horas de tratamento. Resultados obtidos em
triplicata.

Staphylococcus  Escherichia  Pseudomonas  Streptococcus  Candida

Espécie
aureus coli aeruginosa pyogenes albicans
CIM
r 54,7 54,7 437,5 54,7 54,7
(ng.mL™)
CBM
y 218,8 54,7 - 54,7 54,7
(ng.mL™)

Quando submetidas ao tratamento com o 6leo volatil de L. dentata todas as

espécies bacterianas sofreram influéncias em sua proliferagdo. Para Staphylococcus
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aureus, a concentragao inibitdria minima (CIM) foi de 54,7 ug.mL™", assim como para
Escherichia coli, Streptococcus pyogenes e Candida albicans. Para estas espécies,
este valor (54,7 pyg.mL™") foi também encontrado para a concentragdo bactericida
minima (CBM). Para Escherichia coli o valor da CBM foi mais alto, 218,8 yg.mL™. A
espécie Pseudomonas aeruginosa foi a que apresentou menor sensibilidade ao
tratamento. Sendo assim, ndo apresentou uma concentragdao bactericida, porém
ainda assim o tratamento com o éleo volatil de L. dentata conseguiu inibir o seu
crescimento com uma concentragdo de 437,5 pug.mL™.

Em 2014, Benbelaid et al. testou o dleo volatil de L. dentata contra duas cepas
de E. faecalis (ATCC 29212 e ATCC 49452) e apresentou uma concentragao inibitdria
minima de 1.000 £ 0,000 e 0,833 £ 0,288% v/v, respectivamente. Foi testada a
atividade do dleo volatil de L. pedunculata contra Candida albicans ATCC10231 por
Zuzarte et al. (2009). A concentragao inibitéria minima encontrada foi de 2,5 yl/mL e
uma média de 2,9 pl/mL para a concentragao bactericida minima de trés amostras de
diferentes localidades.

O extrato etandlico e aquoso de Lavandula stoechas L. (2000 pg/mL)
apresentou efeito sobre Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis e Salmonella typhi (YAZDI et al., 2014). O dleo volatil de L. angustifolia
apresentou efeito antimicrobiano com 4,0-9,0 mg/mL. Ou seja, as plantas que
compde Lavandula apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas,
especialmente o seu efeito inibitério sobre o crescimento bacteriano, incluindo
Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, E. coli, S. aureus e Listeria monocytogenes
(PRUSINOWSKA & SMIGIELSKI, 2014). Contudo, quando comparado com a
literatura citada, os resultados obtidos neste trabalho com o dleo de L. dentata

revelam um maior potencial antimicrobiano.
5.4. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
5.4.1. METODO DA REDUGCAO DO RADICAL LIVRE DPPH-
A Tabela 3 apresenta a capacidade antioxidante estabelecida pelo método de

reducao do radical livre DPPH?e, a partir de diferentes concentragcdes do 6leo volatil
de L. dentata.
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TABELA 3. Porcentagem de capacidade antioxidante pelo método do DPPHe em diferentes

concentragcdes no tempo 30 minutos. Resultados obtidos em triplicata.

Concentragao
p 20 15 10 5
(ng.mL™)
Oleo volatil 57+1,4% 5,2 +0,3% 1,8 +£1,8% 0,7+ 0,7%
Acido galico 96,7+1,0% 96,7+08% 964+0,3% 958+0,2%
Rutina 979+0,7%  97,5+06% 97,5+x0,6% @ 96,5+1,2%

A maior atividade antioxidante obtida pelo método do DPPHe, quando avaliado
o 6leo volatil, foi com a maior concentracdo testada (20 pg.mL™") apresentando 5,7 +
1,4% de atividade. Estes resultados podem ser comparados aos obtidos por
MOTHANA et al., que em 2012 realizou o teste com a mesma espécie coletada no
distrito de Ibb (Yemen) e obteve também uma leve atividade antioxidante pelo DPPHe.
A concentracédo de 10 pg.mL’1 apés 30 minutos de incubagao apresentou 1,7% de
atividade, ou seja, aproximadamente o mesmo valor obtido nos testes realizados
(1,8%). Também foi realizada uma avaliagcao de extratos metandlicos e aquoso nesta
mesma concentragcdo, que apresentaram 9,8% e 2,2% de atividade antioxidante
respectivamente (MOTHANA et al., 2009).
Comparando estes dois trabalhos com os resultados obtidos, pode-se perceber
o fraco potencial antioxidante dessa espécie. Quando avaliada por Sariri et al. (2009),
L. dentata apresentou um IC50 de 48,7 + 1,4 ug/ml para o extrato aquoso. Esta
variacao de atividade demonstra que a capacidade antioxidante de um oleo volatil
pode variar com a época de coleta, habitat, fatores ambientais como disponibilidade
de agua, nutrientes do solo, clima do local, biota associada, entre outros
(GONCALVES & ROMANO, 2013; MASETTO et al., 2011; IMELOUANE et al., 2009;
UPSON et al., 2000).

5.4.2. METODO DE REDUCAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENICO
A Figura 13 apresenta os resultados obtidos com o teste de redugdo do

complexo fosfomolibdénico. O acido ascérbico apresenta atividade antioxidante de

100%, pois € a substancia de referéncia conforme preconizado na literatura
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(PRIETTO; PINEDA; AGUILAR, 1999). A atividade antioxidante relativa (%AAR) do

oleo volatil de L. dentata foi igual em relagao aos padrdes rutina e acido galico.
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FIGURA 13. Média da atividade antioxidante relativa (%AAR) ao acido ascérbico (AA) do dleo volatil
de Lavandula dentata L. pelo método de reducdo do complexo fosfomolibdénico. A barra de erro
representa o desvio padrao da atividade antioxidante, obtidos a partir de dois ensaios independentes,
efetuados em ftriplicata. Letras diferentes representam diferenga significativa obtida por andlise de
ANOVA, seguida pelo teste post-hoc de TUKEY (p < 0,05). OV: dleo volatil; RT: rutina; AG: acido
galico; AA: acido ascorbico.

O dleo volatil de L. dentata apresentou uma fraca capacidade de reduzir o
complexo fosfomolibdénico com 28,11 + 1,95% de AAR, de acordo com a Figura 13
apresentada. Pode-se observar que a porcentagem obtida para o referido dleo é
inferior e estatisticamente diferente quando comparada com a substancia de
referéncia, o acido ascorbico. Entretanto, esse ensaio n&do apresentou diferenga
significativa com os padrdes rutina e acido galico, utilizados e reconhecidos pelo

grande potencial antioxidante.

5.4.3. METODO DE DESCOLORAGAO DO RADICAL ABTS-*

Os resultados do teste de descoloracdo do radical ABTS+" para diferentes

concentracdes do Oleo volatil de L. dentata estao apresentados na Tabela 4.
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TABELA 4. Porcentagem de atividade antioxidante de diferentes concentragbes do 6leo volatil de

Lavandula dentata L. pelo método de descoloragdo do radical catiénico ABTS+". Resultados obtidos

em triplicata.
cO;r:;r;:rL?iﬁéo 20 15 10 5 25 1,25
Oleo volatil 22,020,6% 16,320,1% 13,822,0% 9,1:4,0% 53:22% 4,4 £36%
Acido gélico 100,02 0,4% 100,0 £ 0,6% 100,0£0,5% 100,0£0,5% 95,820,7% 99,820,3%
Rutina 99,320,0% 99,020,1% 98,520,2% 93,921,5% 51,0£3,5% 32,820,6%

Para as diluicdes realizadas foi possivel observar uma leve capacidade
antioxidante do 6leo volatil de L. dentata. A maior concentragao testada (20 ug.mL™")
apresentou 22,0 £ 0,6% de atividade antioxidante e a menor concentracéo (1,25
ug.mL™") apresentou 4,4 + 3,6%, aproximadamente. O acido galico e a rutina,
utilizados como padrées, confirmaram o grande poder antioxidante descrito
anteriormente, chegando a aproximadamente 100,0 + 0,4% e 99,3 de atividade,
respectivamente.

Alguns trabalhos demonstraram que o Oleo volatil de outras espécies de
Lavandula possuem um grande potencial antioxidante, como L. stoechas (CHERRAT
et al., 2013), L. stoechas subsp. luisieri (BAPTISTA et al., 2015), L. angustifolia
(HAMAD et al., 2013; HUSSAIN et al., 2011), L. officinalis (VIUDA-MARTOS et al.,
2011) e L. pedunculata (BAPTISTA et al., 2015).

O fraco potencial antioxidante apresentado por L. dentata pode ser explicado
pelo fato de seu 6leo volatil apresentar muitos compostos insaturados e poucos
componentes aromaticos com mais de uma hidroxila, assim como a maioria dos
Oleos. Além disso, o radical livre DPPHe ndo apresenta capacidade redox suficiente
para ser reduzido por compostos com poucas hidroxilas. Ja com o ensaio de redugao
do complexo fosfomolibdénico o 6leo apresenta um valor consideravel de atividade
antioxidante relativa, quando comparado com os padrdes. Sabe-se que este
complexo decorre de reagdes do tipo redox e pode ser facilmente reduzido por
substancias insaturadas presentes no 6leo de L. dentata (BOSCARDIN, 2009;
SIMOES & SPITZER, 2007; BLOIS, 1958).

5.5. AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DO OLEO VOLATIL SOBRE
CELULAS CALU-3
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O efeito da fase liquida do dleo volatil de L. dentata sobre a viabilidade celular
da linhagem Calu-3 avaliado pelo ensaio de redugdo do MTT (Figura 14A) e da
sulfarodamina B (Figura 14B) esta representado na Figura 14. A fase liquida do dleo
volatil gerou uma redugéo da viabilidade celular de 79,0% e de 40,9% nas maiores
concentracdes, 500 e 1000 ug.mL'1, testadas pelo ensaio do MTT e da SRB,
respectivamente, as quais nao diferem entre si estatisticamente.

Utilizando os resultados de viabilidade celular obtidos por meio do ensaio de
reducdo do MTT, foi calculado o valor de IC50 da fase liquida do dleo volatil
correspondente a 388,84 ug.mL'1, considerando-se o periodo de tratamento de 72
horas. Entretanto, o valor encontrado ndo se mostra expressivo quando comparado a
outros oleos ja testados, a exemplo do éleo essencial da Mentha x villosa Hudson que
apresentou atividade citotoxica em diversas linhagens de células testadas, com IC50
variando entre 0,57 e 1,02 pg/mL (AMARAL, 2014). Assim sendo, buscou-se avaliar

a atividade da fase vapor do 6leo volatil.
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FIGURA 14. Efeito da fase liquida do 6leo volatil de Lavandula dentata L. em diferentes concentragdes
sobre células Calu-3.

Viabilidade celular (%) avaliada pelos ensaios do MTT (A) n=34-48 e SRB (B) n=47-48, apos o
tratamento de 72 horas com o 6leo volatil nas concentrac¢des de 62,5, 125, 250, 500, 1000 pg.mL'1. O
controle constitui-se de meio de cultivo e do veiculo de solubilizagdo do 6leo (25% de propilenoglicol
e 75% de etanol), conforme descrito anteriormente. Os resultados sdo expressos com média e erro
padrdo da média, obtidos de, no minimo, trés ensaios independentes. Letras diferentes representam
diferenca significativa obtida por analise de ANOVA, seguida pelo teste POST-HOC de TUKEY (p <
0,05).

Baseando-se na literatura pode-se inferir que o efeito citotoxico do 6leo volatil
esta relacionado a metabolizacdo dos seus componentes, monoterpenos e
sesquiterpenos, bem como do efeito sinérgico entre esses compostos. De fato,
Oliveira et al. (2015) afirmam que os oleos volateis, independente da origem vegetal,

possuem maior atividade citotoxica do que os compostos isolados obtidos das
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mesmas. Além disso, alguns trabalhos relatam que os componentes do éleo volatil
possuem alta capacidade de penetragao celular dado o seu carater lipofilico (CAL,
2006; WILLIAMS & BARRY, 1989).

Em 2010, Imelouane et al. testaram o dleo de L. dentata em cinco linhagens de
células cancerigenas e relataram os IC50 (ug/mL) de cada uma. Para MCF-7 (cancer
de mama) o IC50 foi 101 + 4,402 ug/mL, PC3 (prostata) foi de 59 + 8,083 pg/mL, U-
373 (fibroblastos) foi de 72 + 1,571 pg/mL, V79 (fibroblastos) 73 + 1,528 ug/mL,
P388D1 (macréfago murino) foi maior que 600 ug/mL. Além disso, sabe-se que estes
mesmos autores afirmaram que o dleo volatil também apresentou o 1,8-cineol como
componente majoritario (41,28%). Ressalta-se ainda que estes valores de IC50 foram
obtidos através do tratamento com a fase liquida em contato com as células.

O efeito da fase vapor do 6leo volatil das partes aéreas de L. dentata sobre a
viabilidade celular da linhagem Calu-3, nas concentragdes de 500, 750 e 1000 ug.mL"

' esta demonstrado na Figura 15.
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FIGURA 15. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. em diferentes concentragdes
sobre células Calu-3.

Viabilidade celular (%) avaliada pelos ensaios do MTT (A) n=7-14, SRB (B) n= 8-20 e DNA PI (C) n=8-
12, apds o tratamento de 72 horas com o éleo volatil nas concentragdes de 500, 750, 1000 ug.mL'1. 0]
controle constitui-se do veiculo de solubilizagdo do dleo (25% de propilenoglicol e 75% de etanol). Os
resultados sdo expressos com média e erro padrdo da média, obtidos de, no minimo, trés ensaios
independentes. Letras diferentes representam diferenga significativa obtida por analise de ANOVA,
seguida pelo teste POST-HOC de TUKEY (p < 0,05).
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O ensaio de redugédo do MTT (Figura 15A) mostrou que a fase vapor do éleo
volatil nas concentragdes de 750 e 1000 pg.mL’1 apresentam uma agao citotoxica
maior quando comparado com o grupo de células controle e as tratadas com uma
concentracdo de 500 pg.mL™" (p<0,05). Apds 72 horas de incubac&o das células sob
acao da fase vapor do 6leo volatil, foram observadas as porcentagens de redugao da
viabilidade celular de 84,00% para a concentracéo de 750 pg.mL'1 e 69,72% para a
concentracido de 1000 ug.mL'1. Comparando o controle com a concentracao de 500
ug.mL™, ndo houve diferenca estatistica.

Com o objetivo de corroborar o efeito citotdxico do 6leo volatil obtido pelo ensaio
do MTT foram realizados ensaios com a SRB (Figura 15B). As concentragdes de 500,
750 e 1000 pg.mL'1 demonstram uma acgao citotdxica similar ao observado para o
ensaio de redugédo de MTT em comparagao com o grupo de células controle (p<0,05).
Ap6s 72 horas de incubagao das células sob agao da fase vapor do d6leo volatil, foram
observadas as seguintes porcentagens de reducdo de viabilidade celular para as
concentracbes de 500, 750 e 1000 pg.mL'1: 21,63%, 66,77% e 61,48%,
respectivamente. As concentracdes de 750 e 1000 pg.mL’1 diferiram do controle e da
concentracdo de 500 pg.mL™" (p<0,05), todavia nao difeririam entre si.

A analise de determinagado do conteudo de DNA celular (Figura 15C), também
corroborou os resultados obtidos por MTT e SRB. Os vapores do d6leo volatil das
concentracdes de 750 e 1000 upg.mL' apresentam atividade citotoxica
estatisticamente diferente quando em comparagdo com o grupo controle e com 500
ug.mL™ (p<0,05). As seguintes porcentagens de redugao de viabilidade celular foram
observadas: 40,22%, e 40,89% para as concentragdes de 750 e 1000 pg.mL'1,
respectivamente. A concentracédo de 500 pg.mL'1 gerou uma redugéo de viabilidade
celular de 13,84%.

Para avaliar o efeito do periodo de tempo de tratamento da fase vapor do 6leo
volatil sobre as células Calu-3, realizou-se o ensaio de reducdo do MTT com 24, 48
e 72 horas de exposicdo. Os efeitos do 6leo volatil na concentracéo de 750 pg.mL”
sobre a viabilidade celular da linhagem Calu-3, nos diferentes periodos de tempo,

estdo demonstrados na Figura 16.
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FIGURA 16. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. sobre células Calu-3 em
diferentes periodos de tratamento, sendo 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C).

Viabilidade celular (%) avaliada pelo ensaio de redugédo do MTT (A) n=6-12, apds o tratamento de 24,
48 e 72 horas com o 6leo volatil na concentragédo de 750 pg.mL'1. Os resultados sdo expressos com
média e erro padrdo da média, obtidos de, no minimo, trés ensaios independentes. Letras diferentes
representam diferencga significativa obtida por analise de ANOVA, seguida pelo teste POST-HOC de
TUKEY (p < 0,05).

O dleo na concentragcao de 750 pg.mL'1, apresentou uma reducgéo significativa
(p<0,05) na viabilidade celular quando comparadas com as células controle. No
tempo de exposicao de 24 horas foi observada uma reducgao da viabilidade celular de
37,34%. Para os tempos de exposicdo de 48 e 72 horas, observou-se uma maior
reducdo da viabilidade celular, respectivamente, 67,28% e 84,00%. Portanto a
citotoxicidade do 6leo volatil sobre a linhagem tumoral Calu-3 pode ser classificada
como tempo dependente.

Aqui, pela primeira vez, foi mostrado que a fase vapor do 6leo volatil de L.
dentata é potencialmente eficaz para iniciar alteragcdes metabdlicas que conduzem a
morte celular, considerando a atividade citotoxica revelada pelos ensaios do MTT,
SRB e DNA - PI. Podemos, portanto, sugerir que o efeito citotoxico do 6leo volatil
esta relacionado a metabolizagdo dos seus componentes volatilizados a 37°C (fase
vapor). Monoterpenos, que possuem baixo peso molecular, sdo mais volateis
quando comparado aos outros terpenos (JAKIEMIU, 2008), todavia, ndo € possivel

afirmar que seriam os responsaveis pelo efeito citotoxico.
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A utilizacdo da fase vapor de Oleos volateis para tratamento de cancer de
pulm&o apresenta como vantagem a praticidade, no entanto, o mecanismo de
transporte das substancias inaladas até o pulmao e seus efeitos ainda ndo foram
elucidados. Relatos de efeitos bioldgicos da fase vapor de dleos volateis sao
escassos na literatura. Selvarani e James (2013) relataram que o vapor das folhas de
cedro Thuja plicata Donn ex D. Don foi capaz de inativar virus causadores de viroses
respiratorias, afirmando que o vapor nao foi citotéxico para células pulmonares A549.
O estudo de Seal et al. (2012) pode ser citado como um dos primeiros a relatar o
efeito antitumoral da fase vapor em células de pulm&o. Os pesquisadores relataram
que o 6leo volatil de semente de Litsea cubeba (Lour.) Pers. induziu morte em células

de céncer de pulméo (A549).

5.6. CARACTERIZACAO DO EFEITO CITOTOXICO E BUSCA PELO
MECANISMO DE AGAO DO OLEO VOLATIL EM CELULAS CALU-3

5.6.1. AVALIACAO MORFOLOGICA CELULAR POR MEIO DO EMPREGO
DOS CORANTES: ROSENFELD (1947), ALARANJADO DE
ACRIDINA COM BROMETO DE ETIDIO (AO/BE) E HOESCHT 33342

As células Calu-3 coradas com o corante Rosenfeld apds o tratamento com a
fase vapor do dleo volatil na concentracdo de 750 pg.mL™" foram observadas ao
microscopio de luz e apresentaram perda parcial da adeséo celular e redugao do
tamanho das coldnias celulares devido, provavelmente a reducdo do numero de
células quando comparadas com o controle (imagem nao mostrada).

As imagens das células tratadas com 750 pg.mL'1 do dleo volatil e obtidas por
microscopia de fluorescéncia com o emprego dos corantes AO/BE estédo
apresentadas na Figura 17 a 20-1 e 2 em diferentes aumentos. Conforme critérios de
analise morfolégica descritos no item 4.6.2.2. e em comparagdo com os controles
positivos (Clorambucil e Vincristina), observa-se presenca de células apoptoticas e

necréticas, sendo estas ultimas em uma maior proporgao (Figura 18).
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FIGURA 17. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. sobre a morfologia das células
Calu-3 coradas com alaranjado de acridina com brometo de etidio (Microscopia 6ptica de fluorescéncia
— aumento 100X).

O controle negativo (veiculo) (1), as células tratadas por 24 horas com o 6leo em uma concentragéo
de 750 pg.mL™' (2) e os controles positivos clorambucil (3) e vincristina (4).
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FIGURA 18. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. sobre a morfologia das células
Calu-3 coradas com alaranjado de acridina com brometo de etidio (Microscopia 6ptica de fluorescéncia
— aumento 200X).

O controle negativo (veiculo) (1), as células tratadas por 24 horas com o 6leo em uma concentragao
de 750 pg.mL™' (2) e os controles positivos clorambucil (3) e vincristina (4).
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FIGURA 19. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. sobre a morfologia das células
Calu-3 coradas com alaranjado de acridina com brometo de etidio (Microscopia 6ptica de fluorescéncia
— aumento 400X).

O controle negativo (veiculo) (1), as células tratadas por 24 horas com o 6leo em uma concentragao
de 750 pg.mL™' (2) e os controles positivos clorambucil (3) e vincristina (4).
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FIGURA 20. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. sobre a morfologia das células
Calu-3 coradas com alaranjado de acridina com brometo de etidio e Hoescht 33342 (Microscopia
optica de fluorescéncia — aumento de 200x).

O controle negativo (veiculo) (1), as células tratadas por 24 horas com o 6leo em uma concentragédo
de 750 pg.mL'1 (2), ambas com AO/BE; o controle negativo (3) e as células tratadas por 24 horas com
0 0leo em uma concentracao de 750 pg.mL'1 (4) com Hoescht 33342.

As Figura 20-3 e 4 mostram as imagens obtidas por meio da analise de
condensacgao de cromatina pelo emprego da coloragdo de Hoescht 33342. N&o foi
observado sinais de condensacdo de cromatina (alta fluorescéncia nuclear) o que
pode indicar que o processo de morte celular induzido pelo 6leo volatil ndo é
apoptatico.

Segundo Carminati (2005), as células necréticas incham e se rompem, liberando
material citoplasmatico. Este processo se caracteriza por injuria de um grupo de
células e nao por morte individual. Neste mesmo sentido células necréticas, descritas
a partir de imagens de microscopia eletronica, se caracterizam pela descontinuidade
das membranas plasmaticas e das organelas, dilatagdo acentuada das mitocéndrias
com surgimento de grandes densidades amorfas, provavelmente representando

proteinas desnaturadas. O nucleo se altera, podendo se encolher, sofrer
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fragmentagcao ou até mesmo desaparecer totalmente pela fragmentagéo inespecifica
do DNA (ABBAS et al., 2005).

5.6.2. ENSAIO DE INTEGRIDADE DE MEMBRANA PELA LIBERACAO DE
LACTATO DESIDROGENASE (LDH)

Foi realizado também o ensaio de liberacdo de lactato desidrogenase (LDH)
citoplasmatica que tanto pode avaliar o potencial citotéxico da substancia em
questao, como pode indicar um mecanismo de morte celular.

Os resultados apresentados na Figura 21 mostram a atividade da LDH
citoplasmatica liberada no meio de cultivo de células Calu-3, tratadas com o dleo
volatil de L. dentata na concentracao de 750 |Jg.mL'1 pelo periodo de 24, 48 e 72
horas. Como controle positivo empregou-se o Triton X-100 para lise total celular e,
por conseguinte liberagdo de todo o conteudo de LDH. Houve aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) na atividade de LDH liberada pelas células
Calu-3 nos trés periodos de coleta quando comparado ao controle negativo, todavia

inferior ao controle positivo.
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FIGURA 21. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. sobre a liberagao da enzima
lactato desidrogenase (LDH) citoplasmatica das células Calu-3.

Concentragéo de LDH citoplasmatico (n=4-8), apds o tratamento de 24 (A), 48 (B) e 72 horas (C) com
o Oleo volatil na concentracao de 750 pg.mL'1. O controle negativo constitui-se de meio de cultivo com
o veiculo de solubilizagido do 6leo volatil em concentracgao inferior a 0,5% e o controle positivo de uma
solucdo de lise celular total, conforme descrito no item 4.6.2.3. Os resultados sdo expressos com
média e erro padrdo da média, obtidos de, no minimo, trés ensaios independentes. Letras diferentes
representam diferencga significativa obtida por analise de ANOVA, seguida pelo teste POST-HOC de
TUKEY (p < 0,05).
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Células danificadas ou submetidas a estresse liberam rapidamente a enzima
intracelular LDH para o meio de cultura. Isto se da pela alteragdo e perda da
integridade da membrana citoplasmatica e necrose celular (KORZENIEWSKI &
CALLEWAERT, 1983). Neste sentido, o resultado obtido poderia indicar que a
atividade citotdxica da fase liquida do oleo volatil de L. dentata esteja associada ao

mecanismo de morte celular por necrose.

5.6.3. ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

Foi avaliado também se a fase vapor do 6leo volatil poderia alterar o ciclo celular
das células tratadas, o que poderia explicar a reducao da proliferacdo das células
Calu-3. Para tanto, utilizou-se citometria de fluxo com o emprego do fluoréforo iodeto

de propidio, sendo os resultados obtidos descritos na Tabela 5.

TABELA 5. Distribuicao porcentual das células Calu-3 nas fases do ciclo celular apés tratamento das
células com a fase vapor do 6leo volatil de L. dentata L.

Distribuicao das fases no ciclo celular
Tratamento Sub GO G0/G1 S G2/M
Controle 22,93 + 16,69 71,99 + 7,2452 12,54 + 2,325° 25,09 + 3,070

Oleo 750
28,29 £ 27,60 84,74 9,253b 7,767 2,564b 24,51 £ 3,522
Hg/mL

As células Calu-3 foram tratadas com o 6leo de Lavandula dentata L. por 24 horas na concentracéo
de 750 pg.mL'1. Os resultados estédo expressos como média + desvio padrao da média (4 experimentos
independentes - n=21-22). Letras diferentes representam diferencga significativa foi evidenciada pelo
teste de Mann-Whitney (p<0,05).

Nas Figuras 22A e B estdo apresentados alguns histogramas obtidos nos

experimentos.
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FIGURA 22. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. sobre o ciclo celular das
células Calu-3. Como controle negativo (A) empregou-se apenas o veiculo e as células foram tratadas
por 24 horas com o 6leo em uma concentragdo de 750 ug.mL'1 (B). As fases do ciclo celular estédo
representadas por P4 (Sub G0); P1 (G0/G1); P2 (S); P3 (G2/M).

Neste estudo, a distribuicido porcentual das células tratadas com o 6leo volatil
na concentracdo de 750 pg.mL™ nas fases do ciclo celular GO/G1 e S apresentaram
diferencgas estatisticas quando comparadas com as células sem tratamento (controle
negativo). Observou-se aumento da porcentagem de células na fase GO0/G1 e
decréscimo no numero de células na fase S. Sabe-se que o primeiro periodo da fase
G1 é caracterizado por uma alta sensibilidade da célula a fatores ambientais. Diante
disso, pode ocorrer um bloqueio e a célula entra em GO, também chamado de ponto

de repouso, 0 que caracteriza parada de ciclo celular (BRUCE et al., 2002).
5.6.4. ANALISE DO POTENCIAL TRANSMEMBRANICO DE MITOCONDRIA

A analise do potencial transmembranico de mitocdndria com o corante
fluorescente Rodamina 123 é utilizada para observar a despolarizagao da mitocondria
e consequentemente classificar o processo de morte como apoptético. Os resultados

obtidos nessa analise estao representados na Tabela 6.
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TABELA 6. Porcentagem de polarizagao mitocondrial das células Calu-3 apds tratamento com a fase
vapor do oleo volatil de Lavandula dentata L.

% de polarizagao mitocondrial

Tratamento Polarizada Despolarizada
Controle 96,59 + 1,643 1,535 + 1,071
Oleo 750 pg/mL 96,83 £ 2,663 1,938 + 1,387

As células Calu-3 foram tratadas com o vapor do d6leo de Lavandula dentata L. por 24 horas na
concentracao de 750 ug.mL'1. Os resultados estao expressos como média + desvio padrao da média
(n=12-15). Sendo a diferenga estatistica evidenciada pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).

Nas Figuras 23A e B estdo representados alguns dos histogramas obtidos

durante as analises.
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FIGURA 23. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. sobre a despolarizagédo de
mitocOndria das células Calu-3. Como controle negativo (A) empregou-se apenas o veiculo utilizado
para diluir as amostras e as células foram tratadas por 24 horas com o 6leo em uma concentragéo de
750 pg.mL™ (B).

A porcentagem de polarizagdo mitocondrial foi de 96,59 + 1,6 e 96,83 £ 2,7%
para as células controle e as tratadas com o vapor do dleo de L. dentata,
respectivamente, sendo assim, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos. Os
histogramas revelam a mesma caracteristica do pico P2 em ambas as amostras. Este
resultado indica que o tratamento ndo promove a despolarizacdo mitocondrial que,

por conseguinte, € um evento do processo de morte celular induzida por apoptose.

5.6.5. ENSAIO DE EXTERNALIZAGAO DA FOSFATIDILSERINA - ANEXINA V

O ensaio da Anexina V é comumente utilizado para revelar a perda da

assimetria dos fosfolipideos de membrana e assim indicar um possivel processo
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apoptotico de morte celular. Os resultados obtidos neste ensaio estao representados

na Tabela 7.

TABELA 7. Porcentagem de células Calu-3 que apresentaram externalizagdo da fosfatidilserina apds
tratamento com a fase vapor do 6leo volatil de L. dentata L.

% de células

Tratamento Q3 Q4
Controle 81,55+ 2,111 18,45 + 2,111
Oleo 750 pg/mL 74,99 + 0,9441 25,01 + 0,9441

As células Calu-3 foram tratadas com o vapor do d6leo de Lavandula dentata L. por 24 horas na
concentragao de 750 c. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao da média (n=3)
e Q3 — anexina negativa e Q4 — anexina positiva. Sendo a diferenga estatistica evidenciada pelo teste
de Mann-Whitney (p<0,05).

Nas Figuras 24A e B estdo representados alguns dos histogramas obtidos

durante as analises.
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FIGURA 24. Efeito da fase vapor do 6leo volatil de Lavandula dentata L. sobre a externalizagdo da
fosfatidilserina das células Calu-3. Como controle negativo (A) empregou-se apenas o veiculo utilizado
para diluir as amostras e as células foram tratadas por 24 horas com o 6leo em uma concentragéo de
750 pg.mL™ (B).

A porcentagem de células Calu-3 que apresentaram externalizagdo de
fosfatidilserina foi de 81,55 £ 2,1% para o controle e de 74,99 + 0,9% para as células
submetidas ao tratamento com o 6leo na concentracédo de 750 pg.mL'1, portanto nao
houve diferenga estatistica entre o controle negativo e o tratamento com o 6leo volatil
de L. dentata. Porém os resultados das médias absolutas e os histogramas revelam
um leve aumento na populagdo apoptética, o que poderia indicar eventos

concomitantes de apoptose e necrose.



73

A atividade citotdxica de extratos obtidos de espécies de Lamiaceae também ja
foi descrita na literatura. Tayarani-Najaran et al. (2014) em estudo recente,
empregando oleo volatil de L. angustifolia, verificou que o 6leo reduziu a viabilidade
celular da linhagem HelLa de maneira dose e tempo dependentes, promovendo
alteragdes morfoldgicas, incluindo a reducédo do volume e arredondamento celular.
Estas células quando coradas com o corante iodeto de propideo, demonstraram a
fragmentacao do DNA, uma etapa do processo de morte por apoptose. Vale ressaltar
que este oleo volatil também apresentou como componente majoritario o 1,8-cineol,
todavia, na proporcéo 18,8%.

O potencial dos 6leos volateis esta ligado a sua alta capacidade de penetracéo
celular, devido ao seu carater lipofilico. Ele pode atuar de diversas formas dentro da
célula. Segundo Gautan (2014), os 6leos volateis podem: (1) aumentar os niveis
intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), resultando
em apoptose celular, (2) inibir as vias de sinalizacdo Akt, mTOR, e MAPK em
diferentes etapas que resultam em up/downregulation de varias biomoléculas
importantes e os genes correspondentes, também envolvidos com o processo de
morte celular por apoptose, (3) regulagdo da expressao do fator de transcricdo NF-kB
e de sua ligagdo ao DNA que também induz apoptose, (4) desfosforilar a proteina Akt
que resulta em maior expressao de p21, a qual ou induz apoptose, por aumento de
caspases ou resulta em interrupgdo do ciclo celular pela ligagdo de ciclinas, (5)
despolarizar a membrana mitocondrial, resultando em maior liberagado de citocromo-
C para o citoplasma que induz apoptose e ainda (6) modular os mecanismos de reparo
do DNA, atuando como inibidores da DNA polimerase e conduzindo a clivagem de
PARP o que também resulta em apoptose das células.

Cabe comentar que o vapor gerado a partir de 6leos volateis (fase vapor),
conforme relatos por Seal et al. (2012), também pode levar a morte celular por
apoptose pela via de sinalizagao celular da proteina Akt. A inativagao desta proteina
por desfosforilagdo dos aminoacidos Ser473 e Th308 se da através da supresséo de
MmTOR e pDK1. Como consequéncia, tém-se a diminuicido da expressido de Bcl-XL
(proteina antiapoptdtica) e aumento da expressédo de Bax (proteina pré-apoptética),
promovendo liberagédo do citocromo C para o citosol, gerando a ativagdo de caspase
9 e caspase 3, resultando em morte celular por apoptose.

Entretanto, existem relatos de que o efeito citotdxico de dleos volateis pode ser

atribuido a indugao de morte celular por necrose. De fato, Greay et al. (2010) quando
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estudaram o efeito citotéxico do oleo volatil de Melaleuca alternifolia (Maiden &
Betche) Cheel em células de melanoma (Ae17) e (B16F10), verificaram que tanto o
oleo, quanto o composto terpinen-4-ol induziram parada do ciclo celular das células
com inducdo de morte celular por necrose, sendo relatado pelos pesquisadores o
processo de morte como o de necrose primaria, acompanhado com baixa propor¢ao
de células apoptdticas e com atividade dependente do tempo. Além disso, a indugao
de morte por necrose atribuida a Lavandula ja foi relatada na literatura. Zamanian -
Azodi et al. (2012), verificaram que o extrato aquoso de lavanda induz morte celular
por necrose em 60% das culturas da linhagem MKN45, sendo também sido observado
pelos autores presenca de células apoptdticas.

Sabe-se que os trabalhos que buscam por novas substancias para utilizagdo no
tratamento do cancer e estudam o seu mecanismo de ag¢ao, devem considerar o fato
de que alguns tumores podem apresentar resisténcia a multiplas drogas. Esta
resisténcia pode estar ligada a expressdo de uma proteina transportadora de
membrana chamada glicoproteina-P (P-gp) que promove o efluxo do agente
quimioterapico antes que o mesmo atinja a concentracao terapéutica. (HUBER et al.,
2010; AZEREDO et al., 2009).

A glicoproteina-P também pode promover o efluxo efetivo de Rodamina 123
através da membrana plasmatica (WANG et al., 2006), assim, pode-se sugerir que o0
resultado da analise do potencial transmembranico de mitocdndria tenha sido negativo
pelo efluxo do corante por acdo desta proteina transmembranica. Esta proteina
também ¢é expressa em células Calu-3 atuando ativamente no efluxo de varias
substancias (HAMILTON et al., 2001).

Com isso, sdo necessarios trabalhos futuros com a linhagem de células Calu-3
e a fase vapor do 6leo essencial de L. dentata para elucidar uma possivel inducao de
morte celular por necrose concomitante a um processo apoptético, que possa ter sido

bloqueado pela agao da P-gp.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

* As caracteristicas morfoanatdmicas quando avaliadas em conjunto permitem
a identificagdo de L. dentata e a diferenciacdo das demais do género. Dentre as
caracteristicas mais relevantes, destacam-se a folha lanceolada e crenada, presenca
de tricomas tectores ramificados, tricomas glandulares capitados e peltados e nervura
central truncada na face abaxial.

* Com relagao a composicao quimica do 6leo volatil que apresentou teor médio
compativel com a literatura, foi evidenciada a presenga de monoterpenos oxigenados,
principalmente o 1,8-cineol e hidrocarbonados.

* O 6leo apresentou um elevado potencial antimicrobiano frente as bactérias
gram-positivas, gram-negativas e a levedura Candida albicans. Além disso, um
importante valor de concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida
minima.

* O dleo essencial de L. dentata demonstrou alguma atividade biologica com
efeito antioxidante pelo método do fosfomolibdénio. Foi obtida uma fraca capacidade
antioxidante relativa quando avaliada pelos métodos do DPPHe e do ABTSe".

* Considerando a atividade citotoxica sobre a linhagem tumoral pulmonar Calu-
3, estudada com base no ensaio de reducao do MTT, SRB e DNA-PI, o éleo volatil
demonstrou resultados altamente efetivos tanto da fase liquida como da fase vapor
na reducao da viabilidade celular.

* Os resultados das avaliagbes morfolégicas pelos corantes de Rosenfeld,
alaranjado de acridina e Hoescht, liberacao de lactato desidrogenase, analise do ciclo
celular, analise do potencial transmembranico de mitocdndria e ensaio de
externalizac&o da fosfatidilserina realizados com as células Calu-3, indicam que a fase
vapor do 6leo em estudo pode conduzir a um processo de morte celular principalmente

por necrose.
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