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RESUMO

Dentre os canceres, o de pulmdo é um dos que mais apresenta resisténcia aos
tratamentos tradicionais, motivo pelo qual se ressalta a necessidade de
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Nesse contexto, os O6leos
essenciais (OEs) surgem como uma opgao de tratamento complementar promissora,
pois sdo compostos constituidos por moléculas volateis com diversas propriedades
farmacoldgicas e que podem, pela via inalatéria, ser entregues diretamente ao tecido
pulmonar. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da fase vapor (FV) do OE
comercial de patchouli na viabilidade e proliferacdo de células de adenocarcinoma
de pulmao humano (A549), carcinoma mucoepidermoide de pulmédo humano (H292),
e em fibroblastos de pulmdo humano (MRC-5). Como estratégia experimental, as
células foram plaqueadas nos oito poc¢os centrais das placas de cultivo de 24 pocos
e tratadas por 72h com o vapor do OE em diferentes concentracbes (0-1000
Mg/mL/pogo), o qual foi adicionado nos 16 pocos restantes e desprovidos de células.
A citotoxicidade foi determinada por meio dos ensaios de reducdo do MTT e
coloracdo com sulforodamina B (SRB), e a patrtir deles foram calculados os valores
da concentracdo do OE capaz de gerar vapor suficiente para reduzir a viabilidade
celular em 50% (ICVsp) e o indice de seletividade (IS), calculado pela razdo da ICVsg
da linhagem nao tumoral (MRC-5) pela ICVsy das linhagens tumorais (A549 e H292).
O ICVs, foi também utilizado para realizacdo de ensaios tempo-resposta. Ademais, o0
efeito da FV do OE de patchouli sobre a linhagem A549 foi também avaliado quanto
a capacidade de migracao celular e distribuicdo das células nas diferentes fases do
ciclo celular, empregando respectivamente, o ensaio de fechamento de fenda e
citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo (IP). A FV do OE reduziu a
viabilidade celular das duas linhagens tumorais, contudo, a linhagem A549 foi mais
sensivel ao tratamento, com o valor de ICVs, obtido para o ensaio de reducao do
MTT de 169,74 pg/mL e 156,13 pg/mL para o ensaio da SRB. Para a linhagem
H292, os valores calculados foram de 215 e 220,74 pug/mL para os ensaios de MTT
e SRB, respectivamente. Para linhagem controle (MRC-5), o OE demonstrou efeito
citotoxico, com ICVs de 333,75 (MTT) e 316,30 pg/mL (SRB), todavia, o IS
apresentou valor inferior a 2, indicando que a FV do OE nao foi seletiva. Os
resultados do ensaio de fechamento de fenda sdo sugestivos de que o OE de
patchouli, de maneira significativa, reduz a migragéo na linhagem A549. A FV do OE
de patchouli reduziu a proliferagcdo celular na concentracdo de 170 pg/mL de
maneira tempo-dependente e induziu parada do ciclo celular em células A549 por
meio do aumento do percentual de células em GO/G1 e diminuicdo do percentual de
células nas fases S e G2/M. Em concluséo, esses dados indicam que a FV do OE de
patchouli reduz a proliferacdo celular de linhagens tumorais de cancer de pulméo.
Todavia, estudos futuros ainda precisam ser realizados para elucidar os
mecanismos envolvidos.

Palavras-chave: Linhagem A549; Pogostemon cablin Benth; Cancer de pulméo;
Linhagem H292; Viabilidade celular.



ABSTRACT

Among cancers, lung cancer is one of the most resistant to traditional treatments,
which highlights the need for the development of new therapeutic strategies. In this
context, essential oils (EOs) have emerged as a promising complementary treatment
option, as they are compounds made up of volatie molecules with several
pharmacological properties that can be delivered directly to lung tissue via inhalation
pathway. The aim of this study was to evaluate the effect of the vapor phase (VP) of
commercial patchouli EO on the viability and proliferation of human lung
adenocarcinoma cells (A549), human lung mucoepidermoid carcinoma cells (H292),
and human lung fibroblasts (MRC-5). As an experimental strategy, the cells were
plated in the eight central wells of the 24-well culture plates and treated for 72 hours
with the EO vapor at different concentrations (0-1000 ug/mL/well), which was added
to the remaining 16 cell-free wells. Cytotoxicity was determined using the MTT
reduction and sulforhnodamine B (SRB) staining assays, from which the concentration
of EO capable of generating enough vapor to reduce cell viability by 50% (ICV5p) and
the selectivity index (Sl), calculated by the ratio of the ICV5q of the non-tumor cell line
(MRC-5) to the ICVs5q of the tumor cell lines (A549 and H292), were calculated. The
ICVso was also used to carry out time-response assays. Furthermore, the effect of
the VP of patchouli EO on the A549 cell line was also assessed in terms of cell
migration capacity and cell distribution in different phases of the cell cycle, using the
scratch assay and flow cytometry using propidium iodide (PI), respectively. The VP of
the EO reduced cell viability for both tumor cell lines, however, the A549 cell line was
more sensitive to the treatment, with an ICVs, value obtained for the MTT reduction
assay of 169.74 ug/mL and 156.13 pg/mL for the SRB assay. For the H292 cell line,
the calculated values were 215 and 220.74 pg/mL for the MTT and SRB assays,
respectively. For the control cell line (MRC-5), the EO exhibited a cytotoxic effect with
an ICVsg of 333.75 pg/mL (MTT) and 316.30 pg/mL (SRB), however, the Sl value
was less than 2, indicating that the VP of the EO was not selective. The results of the
scratch assay suggest that patchouli EO significantly reduces migration in the A549
cell line. The VP of patchouli EO decreased cell proliferation at a concentration of
170 pg/mL in a time-dependent manner and induced cell cycle arrest in A549 cells by
increasing the percentage of cells in the GO/G1 and decreasing the percentage of
cells in the S and G2/M phases. In conclusion, these findings indicate that the VP of
patchouli EO reduces the cell proliferation of lung cancer tumor cell lines. However,
futures studies still need be to carried out to elucidate the mechanisms involved.

Keywords: A549 cell line; Pogostemon cablin Benth; Lung cancer; H292 cell line; Cell
viability.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

NUmeros estimados de novos casos de canceres em 2020 em

ambos 0s sexos e todas asS I dades ..o

Distribuig&o proporcional dos dez tipos de cancer mais estimados
para 2023 por sexo, excluindo o cancer de pele ndo melanoma

Pogostemon cablin Benth ............ooovimiiiiiiiii e,

llustracdo da estratégia experimental para avaliacdo da

citotoxicidade da fase vapor do OF .........ccccccceeiiiiieeiiieeeeeeeceeeeeeis

Efeito da fase vapor do OE de patchouli em diferentes

concentragdes sobre a viabilidade celular das linhagens A549 e

Efeito da fase vapor do OE de patchouli sobre a linhagem MRC-5

com perfil de resposta mais refratario ...............oooviiiiinn,

Efeito da fase vapor do OE de patchouli sobre a linhagem MRC-5

com perfil de resposta mais sensivel ...........c.ocoeiiiiiiiiiiinn,

Efeito da fase vapor do OE de patchouli sobre a viabilidade

celular nos periodos de 24,48 e 72h .......ccooiiiiiiiiiiiie,

19

20

31

32

36

44

48

49



Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Registro de imagem da microscopia Optica do efeito da fase
vapor do OE de patchouli na migracao celular da linhagem A549

tratada com a concentrac8o do ICVsg ..ccvvuveeeniiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee,

Efeito da fase vapor do OE de patchouli sobre a migracéo celular
na linhagem AS549 ...

Efeito da fase vapor do OE de Pogostemon cablin sobre o ciclo
celular das Celulas AS49 ...

55

56



Quadro 1 -

LISTA DE QUADROS

Atividade antitumoral

de diversos OEs em diferentes

linhagens tumorais iN VItro .........cccoeeeeeeiiiieieeeeeee e



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

LISTA DE TABELAS

Valores do ICVsy para as linhagens A549 e H292 apds

tratamento com o vapor do OE de patchouli ...............cceeevvvevvennnnnns

Valores de ICVso para os dois perfis de resposta da linhagem

MRC-5 ap0s tratamento de 72h com o vapor do OE de patchouli

Valor do IS da fase vapor do OE de patchouli nos dois perfis de

resposta da linhagem MRC-5 ao tratamento por 72h ....................

Distribuicdo percentual das células A549 nas fases do ciclo
celular apés tratamento das células com a fase vapor do OE de
PLCaADIIN e

43

49

50



AKT
ATM
ATR
Bax
Bcl-2
CDC20
CDK
CHK1
CHK2
CPCP
CPCNP
DMSO
E-caderina
EMT
EGFR
ERN
EROS
FAK
Fas
FoxM1
INCA
ISO
JNK
MDR1
MMP2
MMP7
MMP9
mTOR
MTT
OE
P53

LISTAS DE ABREVIATURAS

Proteina Quinase B

Ataxia-Telangiectasia Mutada

Ataxia Telangiectasia Rad-3 relacionada
Proteina X Associada a BCL-2

Proteina Associada ao Linfoma de Células B
Proteina do Ciclo de Diviséo Celular 20
Quinases Dependentes de Ciclina

Quinase do Ponto de Checagem 1

Quinase do Ponto de Checagem 2

Cancer de Pulméo de Células Pequenas
Cancer de Pulméo de Células Nao Pequenas
Dimetilsulfoxido

Caderina Epitelial

Transicao Epitélio-Mesenquimal

Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico
Espécies Reativas de Nitrogénio

Espécies Reativas de Oxigénio

Quinase de Adeséo Focal

Receptor ou Proteina Pro-Apoptética
Proteina Forkhead Box M1

Instituto Nacional de Céncer

International Organization for Standardization
c-Jun N-terminal Quinase

Gene de Resisténcia a Multiplas Drogas
Metaloproteinase de Matriz 2
Metaloproteinase de Matriz 7
Metaloproteinase de Matriz 9

Mammalian Target of Rapamycin

(Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio)

Oleo Essencial

Fosfoproteina Supressora de Tumor



PARP1
PNCA
Rb
Smad 2
Smad 3
SRB
TP53
VEGF

Poli (ADP-ribose) Polimerase 1

Antigeno Nuclear de Célula em Proliferacéo
Proteina do Retinoblastoma

Mothers Against Decantaplegic Homolog 2
Mothers Against Decantaplegic Homolog 3
Sulforodamina B

Gene da p53

Fator de Crescimento Endotelial Vascular



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.4
34.1

4.1
4.2
421
4.3
4.3.1

4.3.2

4.3.3

4.3.4

4.4

4.5

4.6

5.1

5.1.1
5.1.2

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt ettt 15
OBUJETIVIOS ...ttt a e e s e e e e e e e 17
OBJETIVO GERAL ...t e e 17
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 17
REVISAO BIBLIOGRAFICA .....coiiiiiieieiceieiee e 18
CANCER: EPIDEMIOLOGIA ......oooveeveeeeeeteeeeeeeeeee e 18
ETIOLOGIA DO CANCER ....cooiviiiiieieieeiciee e e 20
CANCER DE PULMAOD .......ooviiiieiiieiiie et 22
Tratamento do cancer de PulMa0o ..........coovvviiiiiiiiiiiiciiee e, 25
OLEOS ESSENCIAIS ..ottt en e 27
Patchouli (Pogostemon cablin Benth) ... 31
MATERIAIS E METODOS ...ttt 35
OLEO ESSENCIAL ..ottt ete et aens 35
CULTIVO DAS LINHAGENS E TRATAMENTO .....ccccvviieeeeiiiiiieeeenn, 35
TrAtAMENTO ..ot eeaas 36
ENSAIOS PARA AVALIAQAO DA VIABILIDADE CELULAR ............. 37
Reducédo do 3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de

BIrOMO (IMTT) oo e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeaaaees 37
Coloracao de proteinas utilizando-se sulforodamina B ...................... 38

Ensaio de viabilidade celular tempo-dependente em células A549 ... 39

Célculo do ICVsp e do indice de seletividade (IS) ........ccvveeveeeeiiiineeen. 39
AVALIACAO DA CAPACIDADE DE MIGRAGCAO CELULAR DAS

CELULAS A549 PELO ENSAIO DE FECHAMENTO DE FENDA ...... 40
AVALIACAO DO EFEITO DA FASE VAPOR DO OE NA

PROGRESSAQO DO CICLO CELULAR .....covoiiiieeeeeeeees e 41
ANALISE ESTATISTICA ..ot 41
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ccoevieeeeeeeceee e 43
AVALIACAO DO EFEITO DA FASE VAPOR DO OE DE

PATCHOULI NA VIABILIDADE CELULAR ......covoevieeeeeeeeeeeeee e, 43
Linhagens tumorais A549 € H292 ..........cooii i 43

Linhagem controle — MRC-5 ... 47



5.1.3 Viabilidade tempo-dependente da fase vapor do OE em células

5.2

5.3

AVALIACAO DA MIGRACAO CELULAR PELO ENSAIO DE
FECHAMENTO DE FENDA ......coivititeeceeeee e en e
ANALISE DA FASE VAPOR DO OE DE PATCHOULI NA
PROGRESSAQO DO CICLO CELULAR .....coveiiiiteeieeeeees e
(070N (o] I U 110 =1 S
REFERENCIAS ..ottt enenens
ANEXO A — PARECER TECNICO DO OLEO ESSENCIAL ..............
ANEXO B - REGISTROS FOTOGRAFICOS DO ENSAIO DE
FECHAMENTO DE FENDA ......coooiiietieeeeeiee e ee e aeen e

52

53

57
61
62
78



15

1 INTRODUCAO

O cancer é uma das doencas mais devastadoras e desafiantes em virtude
a sua progressao para metastases potencialmente fatais. Entre os diversos tipos,
cabe destacar o cancer de pulmdo, que, em Ultima pesquisa mundial, foi
responsavel pelo maior indice de mortalidade (Arafat et al., 2022).

No Brasil, conforme dados divulgados pelo Instituto Nacional de Cancer,
estimaram-se para cada ano do triénio 2020-2022, 30.200 novos casos de cancer
de pulméo (Inca, 2020). Infelizmente, no Brasil 70% dos casos de céancer de
pulmdo diagnosticados encontram-se em estagios avancados ou apresentam
metéstase (Mathias et al., 2020), sendo esses os fatores que contribuem para que
o cancer de pulméo seja considerado a principal causa de morte no pais.

Em geral no cancer de pulméo, o tumor é considerado irressecavel, dessa
forma o tratamento preconizado consiste em radioterapia e quimioterapia (Molina
et al., 2009). Entretanto, a responsividade aos tratamentos pode variar entre 0s
individuos, onde alguns demonstram uma resposta completa ou parcial, ou
simplesmente nao respondem (Lage, 2008; Shanker et al., 2010).

Com relagdo a quimioterapia, a resisténcia aos farmacos utilizados € uma
das principais razdes que resultam na falha terapéutica do tratamento do cancer
(Ramos; Sadeghi; Tabatabaeian, 2021). Além da resisténcia, os efeitos colaterais
advindos dos tratamentos levam a busca de novas abordagens e novos
tratamentos complementares com compostos de baixa citotoxicidade para as
células ndo tumorais e que nao levem a resisténcia.

Neste sentido, os estudos de compostos naturais com potencial atividade
antitumoral vém se destacando devido a capacidade de interferirem em diversas
vias de sinalizagdo, influenciando a atividade molecular das células, conferindo
assim potencial uso como terapia adjuvante no tratamento do cancer (Hashem et
al., 2022).

Entre os compostos naturais estudados estdo os 6leos essenciais (OE)
provenientes do metabolismo secundario das plantas aromaticas. Os OEs se
caracterizam como uma mistura complexa de componentes volateis de baixo
peso molecular, com carater lipofilico, constituidos principalmente por terpenos
(Dhifi et al., 2016).
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O composto majoritario do OE de patchouli, o patchoulol ja demonstrou,
em sua fase liquida, efeitos citotéxicos em células tumorais de pulméo. Liang et
al. (2023) relataram que o patchoulol demonstrou ser citotoxico a linhagem de
cancer de pulmédo A549, induzindo a apoptose e parada do ciclo as células
resistentes a vincristina. Ademais, apresentou efeitos sinérgicos inibitorios em
combinacdo com o farmaco cisplatina. Todavia, ainda ndo ha informagbes na
literatura a respeito da atividade antitumoral da fase vapor deste OE.

Pensando-se no desenvolvimento de novos tratamentos, é necessario
selecionar a melhor forma de administracdo de um farmaco, de modo que, sua
entrega e absorcao sejam eficazes. Pelo fato de que os OEs apresentam em sua
composicdo componentes volateis, estes podem constituir-se uma promissora
modalidade de tratamento, como terapia adjuvante, em virtude de que seus
compostos podem ser entregues diretamente ao tecido pulmonar pela via
inalatoria (Edris, 2007).

Cumpre comentar que o uso dos OEs poderia também se tornar uma
terapia complementar ao tratamento. De fato, a aromaterapia, dentre as terapias
complementares, € considerada uma boa opcao para tratar e reduzir a ansiedade,
e 0 estresse, promovendo o alivio de sintomas secundarios do paciente
oncoldgico (Li, D. et al., 2022; Shin et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da fase vapor do OE de patchouli (Pogostemon cablin) na
viabilidade e proliferagéo celular de linhagens celulares de carcinoma de pulméo
(A549 e H292).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a viabilidade celular da fase vapor do OE de patchouli em
células tumorais A549, H292 e em n&o tumoral (MRC-5).

e Calcular a concentracdo do OE capaz de gerar vapor suficiente para
reduzir a viabilidade celular em 50% (ICVs) e o indice de seletividade (1S).

e Avaliar a capacidade de migracéo celular de células A549 tratadas com a
fase vapor do OE de patchouli.

e Avaliar o efeito da fase vapor do OE no porcentual de distribuicdo de

células A549 nas diferentes fases do ciclo celular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER: EPIDEMIOLOGIA

Por definicdo o céncer, também denominado de neoplasia ou tumor
maligno, se refere a um extenso grupo de doencgas caracterizadas pelo
crescimento anormal das células de qualquer 6rgdo ou tecido, as quais
ultrapassam os limites usuais, podendo invadir outras partes do corpo ou se
espalhar para outros 6rgaos, processo conhecido como metastase (OMS, 2023).

Segundo o trabalho de Sung e colaboradores (2021), que apresenta dados
atualizados sobre as estatisticas do cancer utilizando as estimativas do banco de
dados da GLOBOCAN 2020 de incidéncia e mortalidade por cancer, realizada
pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC), o cancer esta entre a
primeira ou segunda principal causa de morte no mundo antes dos 70 anos em
112 paises.

Considerando as ultimas estimativas mundiais realizadas sobre o cancer
pela GLOBOCAN para 2020, foram registrados 19,3 milhdes de novos casos e
quase 10 milhdes de mortes, e até 0 ano de 2040 espera-se um aumento de 47%
de casos (28,4 milhdes de casos) (Globocan, 2021; Sung et al., 2021).

Dentre as diversas neoplasias existentes, excluindo o cancer de pele néao
melanoma, as mais frequentes sdo de cancer de mama (11,7%), seguido por
cancer de pulméo (11,4%), cancer colorretal (10%), cancer de prostata (7,3%) e
cancer de estdbmago (5,6%) (Figura 1), sendo o cancer de pulmdo o de maior
causa de mortalidade (Globocan, 2021).

No Brasil, para o novo triénio 2023-2025, sao esperados 704 mil novos
casos a cada ano, com o cancer de pele ndo melanoma continuando como o mais
incidente, seguido por mama, prostata, colon e reto, pulméo e estdmago (INCA,
2022a).
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Figura 1 - Numeros estimados de novos casos de canceres em 2020 em ambos

0S sexos e todas as idades
Mama
2261419 (11.7%)

Pulmao
2206 771 (11.4%)

Outros canceres Colorretal
10 389 647 (53.9%) 1931 590 (10%)
Prostata
1414 259 (7.3%)
Estomago
1089 103 (5.6%)

Fonte: Adaptado de: GLOBOCAN. World fact sheets. Disponivel em:
https://gco.iarc.fr/itoday/data/factsheets/populations/900-world-fact-sheets.pdf. Acesso em: 19
maio. 2023.

Para o ano de 2023, em homens, desconsiderando o cancer de pele nédo
melanoma, os de maiores incidéncia serdo o de préstata correspondendo a 30%
dos novos casos, collon e reto (9,2%), traqueia, brénquios e pulmao (7,5%),
estdbmago (5,6%), e cavidade oral (4,6%). Para as mulheres, o mais incidente sera
o cancer de mama (30,1%), célon e reto (9,7%), colo do utero (7%), traqueia,
brénquios e pulméo (6%) e tireoide (5,8%) (Figura 2) (Santos et al., 2023).

A taxa de incidéncia e mortalidade do cancer vem aumentando ao longo
dos anos. Esta alta esta correlacionada com a transicdo demografica, onde hd um
aumento no numero de adultos-idosos, sendo mais suscetiveis a doencas
associadas ao envelhecimento (Cao; Soerjomataram; Bray, 2020).

Essa transicdo epidemiol6gica também pode ser devida a mudanca na
exposicao a fatores de risco, como poluentes ambientais. As mudancas no
ambiente fisico, bem como as mudancas no estilo de vida, a exemplo a dieta,

também influenciam (Cao; Soerjomataram; Bray, 2020).
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Figura 2 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais estimados para
2023 por sexo, excluindo o cancer de pele ndo melanoma

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%
Calon e reto 21.970 9,2% Colon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do utero 17.010 7,0%
Estdmago 13.340 5,6% Traqueia, brongquio e pulmao  14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
Esdfago 8.200 3,4% Estomago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do Utero 7.840 3,2%
Laringe 6.570 2,7% Ovario 7.310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 9.620 2,3%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: INCA. Estimativa 2023: incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA, 2022a.

Além disso, o aumento de casos e mortes devido ao cancer intervém
diretamente no potencial socioecondmico do pais, em virtude de afetar a
populacao, reduzindo a produtividade e a qualidade de vida do acometido. Outra
consequéncia € um sistema de saude sobrecarregado, provocando débito aos
cofres pulblicos. Assim, € de suma importancia que o estado invista em
diagnéstico precoce, medidas preventivas, estudos para o desenvolvimento de
novos farmacos, corroborando para a diminuicdo de gastos futuramente e para o
aumento da sobrevida do enfermo (Guimaraes, 2019).

A etiologia das neoplasias geralmente estd associada ao ciclo celular,
portanto considerada como uma “doenca do ciclo celular”’, visto que a
desregulacéo do ciclo celular € uma das alteracbes mais frequentes no processo
de desenvolvimento do tumor. Portanto, € necessario entender 0s mecanismos
celulares da desregulacédo da progressao do ciclo celular envolvidos no processo
da carcinogénese, para que assim novas estratégias terapéuticas possam ser

elaboradas (Park; Lee, 2003).

3.2 ETIOLOGIA DO CANCER

O processo de transformagdo de uma célula normal em cancerosa é
denominado de tumorigénese ou carcinogénese. Esse processo € complexo e
multifatorial, que envolve mdltiplas alteracdes genéticas e epigenéticas que sdo

causadas por diversos fatores, entre eles a exposi¢cdo a agentes carcinogénicos,
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predisposicdo genética e fatores ambientais, que resultam em uma proliferagéo
descontrolada das células (Lele, 2023).

Diversos mecanismos moleculares ja identificados contribuem para este
processo. Dentre eles, destacam-se como mais importantes a ativacdo dos
oncogenes e inativacdo dos genes supressores tumorais (Lele, 2023).

Em células normais, 0s proto-oncogenes sédo genes que codificam fatores
de crescimento e seus receptores, proteinas regulatérias do ciclo celular,
proteinas quinases, fatores de transcricdo que estimulam a progressao do ciclo
celular. Ja os genes supressores de tumores codificam proteinas envolvidas no
reparo do DNA, proteinas do ponto de checagem que restringem a progressao do
ciclo celular, proteinas de inducdo da apoptose, que garantem o controle do ciclo
celular (Joyce; Rayi; Kasi, 2023; Newkirk; Brannick; Kusewitt, 2017).

As células em resposta a exposicdo a agentes carcin6genos, como
radiagdo ionizante, poluentes atmosféricos, aminas aromaticas (ex: tabaco),
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, niquel, arsénico, cromo, agentes
alquilantes, apresentam danos ao DNA. Esses danos causam mutacdes em
genes de reparo do DNA e mutacdes que promovem a inativagcdo dos genes
supressores e ativagdo dos proto-oncogenes, transformando-os em oncogenes,
dando inicio ao processo de carcinogénese (Das et al., 2020).

Além da mutacéo, as alteracdes epigenéticas sao fatores que também séo
responsaveis pelo inicio do processo de carcinogénese. Essas alteracfes sao
reversiveis e consistem na metilacdo do DNA, na qual a hipometilacdo pode ativar
0S proto-oncogenes e a hipermetilagdo pode inativar os genes supressores de
tumor, modificagdes na histona, que podem ativar ou inativar genes, modificaces
na cromatina, entre outros (Das et al., 2020; Kanwal; Gupta, K.; Gupta, S., 2015).

Esse processo causado por exposicdo a agentes carcinogénicos que
ocasionam alteracdes genéticas nas células normais e levam a susceptibilidade
dessas células de se tornarem malignas e imortais € o primeiro estagio do
processo de carcinogénese definido como iniciagéao (Oliveira et al., 2007; Weston;
Harris, 2003).

Apos, essas células passam pelo estagio de promocéo, onde as células
iniciadas se proliferam podendo formar um tumor benigno, mas também podem

ser transformadas em malignas de forma lenta e gradual por meio da exposi¢cao
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prolongada a agentes oncopromotores. O Ultimo estagio é a progresséo, onde ha
transformacdo de uma lesdo pré-malinga ou benigna em maligna, devido a
expressao do fendtipo maligno, que acarreta em maior instabilidade gendmica,
proliferacdo desenfreada, invasdo e metastase, como também em mudancas
bioquimicas, metabodlicas e morfolégicas das células (Oliveira et al., 2007
Weston; Harris, 2003).

Além disso, outras caracteristicas sdo adquiridas pelas células que passam
pelo processo de carcinogénese. A inducdo da angiogénese, que garante 0s
nutrientes necessarios para o crescimento das células tumorais, e 0 “escape” da
apoptose, a autossuficiéncia nos sinais de crescimento, potencial de replicacdo
ilimitado levando a imortalidade, e a capacidade de evadir da acdo do sistema
imunologico (Hanahan; Weinberg, 2011).

Mutacfes que causam inativacdo do gene supressor TP53, que codifica a
proteina p53, sdo os mais frequentes nos canceres humanos. Ademais, a
inativacdo da familia INK4, por delecbes, mutacdes e metilacdo esta envolvida no
desenvolvimento de varios canceres, sobretudo a pl6 e pl5. Também a
superexpressao de ciclinas D e E, superexpressédo de quinases dependente de
ciclinas (CDKs) CDK4 e CDK6 estao envolvidos na patologia de alguns tumores
(Chen et al., 2022; Johnson; Walker, 1999).

3.3 CANCER DE PULMAO

O céancer de pulmédo é um dos canceres mais diagnosticados e a principal
causa de morte mundialmente. Em homens, ele € o de maior incidéncia e também
o de maior mortalidade, e em mulheres, € o terceiro em incidéncia e o segundo
em mortes (Sung et al., 2021; Thai et al., 2021).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), estimam-se,
para cada ano do triénio de 2023-2025, 18.020 novos casos de cancer de pulmao
entre os homens e 14.540 entre as mulheres, sendo o quarto tipo de cancer mais
frequente na populacdo (INCA, 2022a). Em 2020, foi responsavel por 28.620
mortes, sendo a principal causa de O6bitos em homens com 16.009 mortes

registradas, e o segundo entre mulheres, com 12.609 mortes (INCA, 2022b).
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Em sua fase inicial, o cancer de pulméo é constantemente assintomético,
levando anos para crescer e produzir sinais ou sintomas que possam alertar o
individuo, obtendo como consequéncia um diagnéstico tardio, onde os tumores
estdo em um estagio avancado ou localmente avancado, tendo, em decorréncia,
um prognostico pior (Polanco et al., 2021). Esse diagnadstico tardio esta associado
a alta letalidade, devido a taxa de sobrevida dos pacientes com céancer de
pulm&o, apds cinco anos a partir do diagnoéstico, ser de 10% a 20% (De Lima;
Cancela; De Souza, 2022).

Os principais acometidos por essa doenga, de acordo com a Sociedade
Americana de Cancer (ACS), sdo as pessoas mais idosas, de 65 anos ou mais,
sendo relativamente raro na populacdo jovem. Entretanto, com o aumento da
incidéncia do cancer de pulméo, a média de idade do diagndstico tem diminuido
(Acs, 2023; Shi et al., 2021).

O uso do tabaco principalmente por meio do fumo do cigarro ou por
exposicao passiva é considerado um dos principais fatores de risco que causam o
cancer de pulméo, sendo responsavel pela ocorréncia de 80% a 90% dos casos
diagnosticados. Assim, com relacdo a mortalidade, os fumantes apresentam
quinze vezes mais chances de morrer devida essa doenca do que pessoas que
nunca fumaram (Inca, 2022c; Thun et al., 2008; Warren; Cummings, 2013).

As fumacas dos cigarros contém mais de 4.000 componentes, com pelo
menos 50 agentes carcinogénicos identificados, entre eles estdo o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, aminas aromaticas, benzenos, cloreto de
vinila, arsénico, cromo e as N-nitrosaminas, onde dentre elas, o 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol parece ser o mais importante indutor do
cancer de pulméo (Bade; Dela Cruz, 2020).

Além do mais, a exposicdo ao ar poluido, contendo substancias
carcinogénicas produzidas pela queima de combustiveis fésseis, que incluem
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e metais como arsénio, niquel, cromo, a
exposicdo a emissdo de gases de diesel, aos asbestos, gas radonio, a radiacdo, e
exposicdo ocupacional ao cadmio, éter bis-(clorometilico), berilio, cromo
hexavalente, entre outros, também contribuem para o desenvolvimento do cancer
de pulméo (Malhotra et al., 2016; Mao et al., 2016).
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Os agentes carcinogénicos levam a alteracdes genéticas e epigenéticas
que resultam em danos ao DNA, transformando as células epiteliais normais do
pulmdo em células neoplasicas (Larsen; Minna, 2011). Podendo-se citar que a
fumaca do cigarro gera alteracbes morfolégicas bem caracterizadas do epitélio
brébnquico, progredindo de hiperplasia das células basais para metaplasia,
displasia grave para carcinoma in situ, e, por ultimo, o carcinoma propriamente
(Gridelli et al., 2015).

Essas alteracbes causadas ao epitélio brénquico, que dao origem ao
carcinoma de pulmdo, sdo categorizadas em dois principais grupos histolégicos:
os carcinomas de pulméo de células pequenas (CPCP), que compreende tumores
altamente malignos derivados de células que apresentam caracteristicas
enddcrinas, representando 15% do total dos diagnosticos, e o carcinoma de
pulmdo de células ndo pequenas (CPCNP), o qual é subcategorizado em:
adenocarcinoma de pulmdo, carcinoma de células escamosas, e carcinomas de
células grandes, representando 85% do total de diagndsticos (Cruz; Tanoue;
Matthay, 2011; Inamura, 2017).

O adenocarcinoma de pulméo é o mais predominante, totalizando 60% dos
diagndsticos de CPCNP, com incidéncia aumentando constantemente nas ultimas
décadas. Ele forma uma massa periférica com fibrose central e enrugamento
pleural, e esta localizado majoritariamente na periferia, mas frequentemente
ocorre na regido central. Os carcinomas de células escamosas correspondem a
cerca de 20% dos carcinomas de pulmao, e normalmente estédo localizados na
regido central do pulméo, ao longo das vias aéreas principais. As células desse
tumor apresentam nucleos hipercromaticos, citoplasma moderado a abundante,
com pontes intercelulares delineadas e nucléolos visiveis a imperceptiveis (Moon
et al., 2016; Zheng, M., 2016).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (NCI), os carcinomas de grandes
células correspondem a 10% dos canceres de pulméo, representando a minoria
dos casos de CPCNP. Sao encontrados perifericamente, possuem aparéncia
necrotica e sdo volumosos. Eles ndo apresentam diferenciacdo especifica da
linhagem, e ndo apresentam evidéncias morfolégicas e imuno-histoquimicas de

adenocarcinoma ou carcinoma de células escamosas. As células tumorais sao
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grandes, com forma poligonal, possuem nucleos pleomorficos e vesiculares (Nci,
2023a; Zheng, M., 2016).

As principais alteracdes genéticas envolvidas na patologia do CPCNP
estdo a perda da proteina Rb em 15% dos casos, reducdo dos niveis de p27 em
30-60%, aumento da expressao de ciclina D1 em 35-50%, reducéo da expressao
de p57 em 89% dos carcinomas, aumento da superexpresséo de ciclina E (50%),
nivel elevado de ciclina A e B1, auséncia da expressdo de CHK2 pela
hipermetilacdo do promotor, perda da proteina pl16 por delecéo, hipermetilacdo do
promotor ou mutacdo do gene, e, juntamente, hd perda da proteina pl5,
correspondendo entre 40-50% dos casos. Também s&o observadas mutagfes na
proteina p53 em 50% dos CPCNP (Baldi et al., 2011; Eymin; Gazzeri, 2009).

3.3.1 Tratamento do cancer de pulméao

Considerando a grande diversidade biolégica do cancer em geral, foi
elaborada uma classificacdo precisa do tumor, chamada de Sistema de
estadiamento Tumor-Nodulo-Metastase (TNM), que descreve a extensdo
anatdbmica da doenca. Ela possui trés componentes: a categoria T, onde é
descrito o tamanho e a extensdo do tumor primario; em N, a extensao do
envolvimento regional dos linfonodos; e M, a presenca ou auséncia de
disseminacdo metastatica distante. Essa classificacdo € indispensavel para
determinar o prognéstico, recomendar tratamento apropriado, melhorar e otimizar
o tratamento, avaliar a resposta do paciente ao tratamento (Lababede; Meziane,
2018; Lemjabbar-Alaoui et al., 2015).

As principais alternativas de tratamento para o cancer de pulmao séo a
ressec¢ao cirargica, radioterapia, imunoterapia, quimioterapia ou a combinacao
dessas abordagens (Nci, 2023b). Nos estagios iniciais do CPCNP, onde o cancer
esta restrito ao pulmao, a resseccéo cirurgica € o tratamento mais eficaz, porém
entre 30% a 70% dos individuos que tiveram uma resseccdo completa
apresentaram reincidéncia do cancer. Sendo assim, juntamente com a cirurgia, a
quimioterapia € o tratamento adjuvante padrdo em pacientes com ressecao

completa nos estagios iniciais (Felip et al., 2010; Tang et al., 2023).
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Contudo, cerca de 70% dos pacientes ja apresentam avanco local ou
metdstase no momento do diagnostico. Para esses casos, a radioterapia,
quimioterapia e a radioterapia combinada com a quimioterapia sao utilizadas para
o tratamento (Lemjabbar-Alaoui et al., 2015; Molina et al.,, 2008; Pritchard;
Anthony, 1996).

Ainda para os casos avancados, ha como opcado de tratamento a
imunoterapia, que consiste na potencializacdo do sistema imune para eliminar as
células malignas. Ela pode ser utilizada em combinagcdo com a quimioterapia,
combinagdo com outras imunoterapias ou como monoterapia (Shafique;
Tanvetyanon, 2019; Shields; Marin-Acevedo; Pellini, 2021; Zhang, Y.; Zhang, Z.,
2020).

A radioterapia € um procedimento que pode ser utilizado como tratamento
paliativo ou de cura em qualquer estagio do cancer de pulmdo por meio do
emprego da radiacao ionizante, que danifica o0 DNA resultando em morte celular
(Baskar et al.,, 2012; Vinod; Hau, 2020). Ja a quimioterapia, € o método de
tratamento que utiliza componentes ou drogas toxicas, que levam a morte das
células tumorais (Anand et al., 2023).

Os quimioterapicos agem nos processos bioldgicos relacionados a divisao
celular, por meio da inducdo de danos ao DNA, que acionam as vias de morte
celular, e pela inibicdo direta da progressdo mitética das células neoplasicas.
Entre as classes de quimioterapicos utilizados, estdo os agentes alquilantes e
anélogos da platina, que induzem ligagbes cruzadas em inter ou intra fitas de
DNA, causando a quebra; antimetabdlitos, que inibem a sintese de DNA e RNA;
inibidores da topoisomerase, que blogueiam as enzimas de desenrolamento do
DNA, e agentes anti-microtibulos que agem na tubulina, impedindo a formacao
do fuso mitético e a divisdo celular (Tilsed et al., 2022).

Apesar de, inicialmente, os canceres serem suscetiveis a quimioterapia, ao
decorrer do tratamento pode ocorrer o desenvolvimento de resisténcia as drogas
utilizadas, causada pelos mecanismos de inativacdo da droga, alteragao do alvo
do medicamento, efluxo da droga, inibicdo da morte celular, reparo dos danos ao
DNA. A resisténcia somada ao fato de que quimioterapicos causam efeitos

colaterais e ao alto custo do tratamento, levam a procura de compostos naturais
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com atividade antitumoral. Dentre eles, estdo os 6leos essenciais (OE) (Almeida
et al., 2005; Blowmann et al., 2018; Housman et al., 2014).

3.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os OEs sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas arométicas
para protecdo contra pestes e predadores, atracdo de polinizadores para
dispersdo de polens e sementes. Eles sdo armazenados em células oleiferas,
ductos secretores, tricomas glandulares e podem ser encontrados e extraidos em
diversos locais da planta, como raizes, galhos, folhas, flores, frutos, sementes,
cascas (Bakkali et al., 2008; Mugao et al.,, 2020; Samarth, R.; Samarth, M.;
Matsumoto, 2017).

Sao compostos complexos, lipofilicos, muito volateis, e com forte aroma,
constituidos por sesquiterpenos, diterpenos, terpendides como alcoois, cetonas,
aldeidos, ésteres, fenilpropandides (arilpropandides), e por monoterpenos, sendo
o principal constituinte dos OEs. Os OEs podem conter de 20 a 60 constituintes
em varias concentracfes, e sdo divididos em compostos majoritarios que
representam de 20-95% do OE, compostos secundarios (1-20%) e compostos
vestigiais, representando menos de 1% do OE (Bakkali et al., 2008; Blowmann et
al., 2018; Russo et al., 2015; Sarkic; Stappen, 2018).

A composicao quimica e a qualidade dos OEs podem variar devido a varios
fatores, como o nimero e tipo de moléculas, estereoquimica dos constituintes e o
processo de extracdo utilizado. Outros fatores, como o clima, época da colheita,
intensidade luminosa, composicdo do solo e fase do ciclo vegetativo, também
podem alterar a qualidade, quantidade e composicdo dos produtos extraidos (De
Sousa et al., 2023). Apesar da existéncia de inUumeros métodos de extracdo, a
hidrodestilacdo € o método mais utilizado para obtencéo do OE (Burt, 2004).

Geralmente, os compostos majoritarios dos OEs sao frequentemente
responsaveis pela determinacdo das atividades biolégicas, entretanto, os
compostos minoritarios também podem contribuir para a atividade, pois podem
agir em sinergia entre si e/ou com 0s componentes majoritarios, potencializando o
efeito, todavia, cabe comentar que estes podem agir de forma antagbnica (De
Sousa et al., 2023).
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Dentre as atividades descritas para os OEs e/ou seus compostos

componentes, encontra-se na literatura a atividade antioxidante, anti-nocicepitivo,

analgésico, antifungico,

antiviral,

antibioético,

anti-inflamatorio,

antitumoral

(Adorjan; Buchbauer, 2010; Mehdizadeh; Moghaddam, 2018; Russo et al., 2015).

O artigo de revisdo de Bayala et al. (2014) traz uma copilacéo de estudos in vitro

e in vivo que avaliaram a atividade antitumoral de diversos OEs. No Quadro 1,

apresentam-se estudos in vitro em diversas linhagens tumorais.

Quadro 1 — Atividade antitumoral de diversos OEs em diferentes linhagens

tumorais in vitro

(continua)

Cancer Oleo essencial

Linhagem

Efeitos Biolbgicos

Hypericum hircinum;

Glioblastoma :
Ageratum conyzoides

T98G (fibroblasto do
cérebro)
SF-763 (glioblastoma
multiforme)

O OE mostrou um efeito
antiproliferativo moderado
em células T98G, com um
ICso= 80,7 £ 9,8 pug/mL, e
induziu apoptose.
Atividade antiproliferativa
do OE de A. conyzoides
em células SF-763, com
um ICse= 0,38t 0,06
pg/mL.

Afrostyrax
lepidophyllus;
Scorodophloeus
zenkeri;
Solanum erianthum

Mama

MDA-MB 231
(adenocarcinoma  das
glandulas mamarias), Hs
578T (carcinoma ductal
da mama)

Forte efeito citotéxico em
células MDA-MB 231 (com
um I1Cs= 10,09 pg/mL
para o OE de A
lepidophyllus e 8 pg/mL,
para o OE de S. zenkeri).
O OE volatil da folha de S.
erantium  gerou  morte
celular em 98,86% das
células Hs 578T na
concentracdo de 250
pg/mL.

Malus domestica;

Leucemia )
Croton regelianus

THP-1 (mondcito  de
leucemia monocitica
aguda), HL-60
(promieloblasto de

leucemia promielocitica)

Inibicdo de 65,7% das
células THP-1 com o OE
de M.domestica na
concentracdo de 1000
pg/mL.

OE de C. regelianus
apresentou citotoxicidade
para as células HL-60,
com ICsp= 22,2 ug/mL.
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Quadro 1 — Atividade antitumoral de diversos OEs em diferentes linhagens
tumorais in vitro

(concluséo)

OE de T. citriodorus
apresentou efeitos toxicos
fortes em células HepG2,
com um ICso= 0,34% (v/v).
K. longipedunculata
apresentou efeito
citotéxico, com um ICgy=
Kadsura 136,96 pg/mL.

longipedunculata; O OE de C. wenyujn
Curcuma wenyujin apresentou efeito
antiproliferativo de maneira
dose-dependente em
células HepG2, com um
ICs0= 70 pg/mL, e induziu
parada do ciclo nas fases
S/G2.

Thymus citriodorus; HepG2 (carcinoma de

Figado figado)

O OE de S. khuzistanica
reduziu a viabilidade das
células SW480, com um
Satureja khuzistanica; ICso de 62,5 pg/mL.
Afrostyrax (a derﬁavcv;?:%oma Os OEs de A.
Célon lepidophyllus; lepidophyllus e S. zenkeri
colorretal), HCT116
Scorodophloeus ; demonstraram um forte
) (carcinoma colorretal) . S .
zenkeri efeito antiproliferativo nas
células HCT116, com um
|C50: 12,4 e 8,5 pg/mL,
respectivamente.

Fonte: Adaptado de: BAYALA, B. et al. Anticancer activity of essential oils and their chemical
components - a review. American Journal of Cancer Research, v. 4, n. 6, p.591-607, 2014.
Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4266698/. Acesso em: 19 jul. 2023.

A respeito da atividade do OE em cancer de pulméo, o trabalho de El-Sawi,
Motawae e Ali (2007) avaliaram a citotoxicidade do OE extraido das folhas e dos
frutos de Juniperus Phoenicea em células tumorais de pulméao (linhagem H640) e
observaram que os dois OEs exibiram alta citotoxidade, porém o OE do fruto foi
relativamente mais ativo para a linhagem H640. Zu et al. (2010) demonstraram a
atividade de dez OE frente as células de adenocarcinoma de pulméo (linhagem
A549), carcinoma de prostata (linhagem PC-3) e célula de cancer de mama
(inhagem MCF-7), e constataram que o OE de tomilho apresentou maior
citotoxicidade para as trés linhagens (Zu et al., 2010).

Os OEs da folha e do colmo de capim-limdo (Cymbopogon citratus Stapf),
extraidos de diferentes regibes do Vietna, foram analisados em diferentes
linhagens de CPCNP (A549, NCI-H1975, NCI-H1650, NCI-H1299). O OE da folha
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de Ha Loc exibiu os efeitos mais potentes sobre A549 e H1975, enquanto o da
folha de Hy Cuong mostrou ser mais efetivo nas células H1299, e o OE do colmo
de Kim Duc exerceu efeitos citotoxicos mais fortes contra H1650. O OE de Ha Loc
induziu apoptose e parada do ciclo celular na fase Sub-G1 na linhagem A549
(Trang et al., 2020).

O potencial anticancerigeno dos OEs esta relacionado a capacidade de
promoverem a parada do ciclo celular, induzir apoptose, ativar enzimas de
desintoxicacdo, modular as vias de reparo do DNA, reduzir proliferacdo e
metdstase. Por serem permeaveis a membrana plasmatica, podem atuar em
diversos mecanismos das vias de sinalizacdo, podem aumentar os niveis de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), que aumentam a
ativacdo das caspases 3 e 9, induzindo a apoptose. Além disso, inibem mMTOR e
diminuem a fosforilagdo de AKT, que sucede o aumento da expressao de p21, a
qual pode induzir o aumento das caspases 3 e 9, desencadeando apoptose, ou se
ligar as ciclinas, causando a parada do ciclo celular. Também induzem estresse
mitocondrial, ocasionando a diminuicdo da expressdo da proteina Bcl-2 e
despolarizacdo da membrana, resultando na liberacdo do citocromo-c
promovendo a morte celular por apoptose. Ainda, agem como inibidores da DNA
polimerase e induzem a clivagem da enzima poli (ADP-ribose) polimerase 1
(PARP1), levando a apoptose (Figura 3) (Gautam; Mantha; Mittal, 2014).
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Figura 3 - Mecanismos de ag&o envolvidos na atividade antitumoral dos OEs
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Fonte: Adaptado de: GAUTAM, N.; MANTHA, A. K.; MITTAL, S. Essential oils and their
constituents as anticancer agents: a mechanistic view. BioMed Research International, v. 2014,
p. 1-23, 2014. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/25003106/. Acesso em: 22 jul.
2023.

3.4.1 Patchouli (Pogostemon cablin Benth)

Pogostemon cablin Benth, popularmente conhecida como patchouli, € uma
planta aromética nativa das Filipinas, pertencente a familia Lamiaceae. E também
cultivada na China, Singapura, Indonésia, Malasia, Africa ocidental e Vietnam.
Morfologicamente, é descrita como uma erva perene que tem crescimento entre 1
e 1,2 metros, apresenta caule ereto. As folhas séo simples, opostas e largas com
margens lobadas e pelos na parte dorsal. As flores se apresentam em
inflorescéncias do tipo espiga, com coloragbes que variam do branco ao roxo

palido (Figura 4) (Swamy; Sinniah, 2016a).
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Figura 4 - Pogostemon cablin Benth
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Fonte: Adaptado de: WANG, X. et al. GC-MS and UHPLC-QTOFMS-assisted identification of the
differential metabolites and metabolic pathways in key tissues of Pogostemon cablin. Frontiers in

Plant Science, v.14, p. 1-13, 2023. Disponivel em: https://www.frontiersin.org/journals/plant-
science/articles/10.3389/fpls.2023.1098280/full. Acesso em: 23 fev. 2024.

O OE de patchouli é obtido a partir da destilacdo a vapor ou da
hidrodestilacdo das folhas secas. Apresenta como caracteristica um aroma
agradavel e duradouro, com um odor amadeirado, terroso e canforado e, além
disso, contém propriedades fixadoras, que sdo utilizadas na industria cosmética
para producdo de sabdes, perfumes, locbes corporais, detergentes (Beek;
Joulain, 2017; Donelian et al., 2009; Swamy; Sinniah, 2015b).

A composicdo do OE de patchouli € considerada complexa e Unica por ser
constituido de uma grande proporcéo de diferentes sesquiterpenos, ao invés de
uma mistura de monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. O principal
composto é o patchoulol, um sesquiterpeno oxigenado, mas também pode conter
um grande numero de outros hidrocarbonetos sesquiterpenos, como a-, B-, O-

patchoulenos, a-guaieno, seicheleno, a-bulneseno, e outros sesquiterpenos,
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como trans-p-cariofileno, a-humuleno e y-curcumeno (Deguerry et al., 2006;
Donelian et al., 2009).

Além da indastria cosmética, o OE de patchouli e seus extratos, por serem
liberados pela FDA (Food and Drug administration), também s&o comumente
usados pela industria alimenticia como aditivos em uma grande diversidade de
alimentos, como bedidas alcodlicas e n&o alcodlicas, doces, produtos de
panificacdo. Na aromaterapia, € utilizado para aliviar a depressao e o estresse,
controlar o apetite, melhorar a libido, aprimorar a inteligéncia, reduzir a tensao,
insdnia e ansiedade, melhorar a concentragéo. Estudos demonstram que o OE de
patchouli pode reduzir as respostas fisiolégicas envolvidas no controle da pressao
arterial, na pulsacdo, e nas ondas cerebrais (Muhammad et al., 2022; Swamy;
Sinniah, 2015).

Na medicina tradicional chinesa, € comumente utilizado no tratamento da
dor abdominal, vémito, diarréia, dor de cabeca, resfriados, ndusea, mordidas de
insetos e cobras, sindrome externa, cansacgo, remoc¢ao da umidade. Também é
utilizado para aliviar o calor do verdo e como estimulador de apetite (Swamy;
Sinniah, 2015; Xu, M et al., 2022; Yang, Lei., 2016).

Dada a variedade de substancias quimicas presentes em sua composicao,
inUmeros estudos acerca das propriedades farmacoldgicas do OE de patchouli
foram realizadas. Esses estudos constataram as atividades anti-inflamatorias,
antimicrobiana, antioxidante, analgésica, anti-hipertensivo, antidiabético,
imunorregulador, antiviral, antifingico, inseticida, antitromboético, antisséptico,
antimutagénico (Junren et al., 2021; Kok et al., 2023; Pandey et al., 2022).

Relatos da atividade antitumoral do patchouli sdo mais recentes na
literatura. O OE de patchouli, dentre os seis estudados por Sun et al. (2022),
apresentou efeito citotoxico em linhagens de cancer de préstata (LNCaP) e
melanoma (B16). De acordo com os autores, 0 composto majoritario, o patchoulol,
presente neste 06leo, talvez possa ser o principal responsavel pela atividade
antitumoral.

A atividade de seu extrato também é descrita. Chien et al. (2020)
demonstraram, em estudo in vitro e in vivo, que 0 extrato de patchouli possui
potente atividade antitumoral em células de cancer colorretal (linhagens HT-29 e

CT26). No estudo in vitro, os autores observaram que o OE induziu apoptose por
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meio do aumento dos niveis de Bax, caspases 3, 8 e 9 e Fas; promoveu parada
do ciclo celular na fase GO/G1l pelo aumento da expressao de p53, p2l e
diminuicdo da expressdo das CDKs. Este estudo in vivo também revelou que o
extrato de patchouli induz a apoptose, todavia sem mudancas significativas no
peso e histologia do 6rgéo.

Tsai et al. (2015) demonstraram que o extrato aquoso do OE de patchouli
inibiu a proliferacdo, gerou parada do ciclo celular na fase GO/G1 e induziu
apoptose em células de céancer de endométrio (linhagem Ishikawa). Os
mecanismos envolvidos na inducdo de apoptose foram a diminuicdo do potencial
de membrana mitocondrial, aumento da atividade da caspase 3.

Com relacdo a eficacia do OE no tratamento do cancer de pulmdo, a
pesquisa de Lu et al. (2016) demonstraram que o patchoulol induziu parada do
ciclo celular e apoptose em células de CPCNP (linhagem A549) in vitro e in vivo.
Por meio da inibicdo da fosforilacdo de EGFR e de sua via downstream, e da
fosforilacdo da via de sinalizacdo de JNK, o patchoulol induziu a perda do
potencial da membrana mitocondrial, causando alteracédo na razéo Bcl-2/Bax, que
culminou na liberagdo do citocromo c e ativagdo das caspases 3 e 9, levando a
morte por apoptose.

Liang et al. (2023) observaram que o patchoulol induziu a parada do ciclo
celular nas fases GO/G1 e apoptose em células CPCNP resistentes a vincristina
(linhagem A549/V16). O patchoulol aumentou os niveis de EROs intracelular,
desencadeando danos oxidativos ao DNA e, consequentemente, ativando as vias
de sinalizagdo ATM/CHK1 e ATM/CHK2, aumentando expressao de p53 e p21,
levando a apoptose e parada do ciclo celular. Também demonstraram que o
patchoulol induziu apoptose pela ativacdo intrinseca da via Bax/caspase-
9/caspase-3. Além disso, ele atenuou a resisténcia a droga pela reducédo da
expressao da glicoproteina-p.

O efeito antitumoral da fase vapor dos OEs ja foi descrito na literatura pelo
estudo pioneiro de Seal et al. (2012), que demonstrou que o vapor do OE da
semente de Litsea cubeba induziu apoptose e causou parada do ciclo celular em
células tumorais de pulméao (linhagem A549). No entanto, ainda ndo se encontram

estudos referentes ao efeito antitumoral da fase vapor do OE de patchouli.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 OLEO ESSENCIAL

O OE de Patchouli, proveniente da Indonésia e extraido por destilacdo a
vapor das folhas da espécie Pogostemon cablin foi adquirido da empresa Quinari,
situada na cidade de Ponta Grossa, Parana. A partir do calculo da densidade do
OE (900 mg/mL™), foi preparada uma solucdo mae a 100 mg/mL*. O OE foi
solubilizado em solugéo veiculo constituido por etanol PA na propor¢édo de 75% e
propilenoglicol na proporcdo de 25%. Posteriormente utilizou-se salina (NaCl
0,9%) para realizar as diluicbes e obter as concentracdes do OE testadas.

O parecer técnico do OE de patchouli foi disponibilizado pela empresa e
esta disponivel no anexo A. Consta no laudo a composicao quimica do OE, obtida
por cromatografia gasosa de alta resolucéo, tendo como compostos majoritarios o
patchoulol (31,9%), a-bulnesceno (19,5%), seicheleno (14,3%) e a-patchouleno
(8,6%).

Conforme a International Organization for Standardization (ISO), que
padroniza a qualidade dos OEs, o OE de patchouli apresentou composi¢do e
percentual de patchoulol dentro dos estabelecidos (27-35%), da mesma forma
que o a-bulnesceno (13-21%) (ISO, 2002). Baseado na literatura, pesquisas
adicionais ja demonstraram também que os principais compostos identificados no
presente OE sdo majoritarios em sua composi¢cdo, embora se apresentem em
diferentes proporcdes. Dentre eles, o a-patchouleno, seicheleno, se destacam por
estar em maior concentracdo nesse estudo (GaloviCova et al., 2022; Sundaresan
et al., 2009; Verma et al., 2019).

4.2 CULTIVO DAS LINHAGENS E TRATAMENTO

Proveniente do tecido pulmonar, a célula epitelial de carcinoma de pulméo
humano denominada de linhagem celular A549, foi adquirida do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem H292, derivada de uma metastase do n6
cervical de carcinoma mucoepidermoide pulmonar humano, e a linhagem MRC-5,

fibroblastos de pulm&o humano, foram adquiridas do Instituto Adolfo Lutz. As
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linhagens foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco), suplementado com 10%
(v/v) de soro fetal bovino (Gibco), 2mM de L-glutamina (Vetec), 1mM de piruvato
de sodio (Sigma Aldrich), 2g/L de bicarbonato de sédio (Vetec) e 1 mL/L de
antibiotico penicillina e estreptomicina - 100 U/mL e 10 mg/mL (Sigma Aldrich),
respectivamente. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de CO..

4.2.1 Tratamento

Para avaliacdo da fase vapor do OE, foi utilizada a estratégia metodolédgica
descrita por Seal et al. (2012), com modificacfes. As células foram semeadas na
concentracdo de 1x10* células/pogco nos oito pocos centrais de placas de 24
pocos, as quais foram mantidas em incubadora por 24 h para total adeséao celular.
Nos 16 pocos desprovidos de células, adicionou-se 1000 pL do OE diluido em
solucéo salina (NaCl 0,9%) em diferentes concentragfes: 62,5; 125; 250; 500 e
1000 pg/mL/poco (Figura 5).

Figura 5 - llustracdo da estratégia experimental para avaliacao da citotoxicidade
da fase vapor do OE
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OLEO ESSENCIAL DE PATCHOULI o )
' CELULAS EM MEIO DE CULTIVO —

(A) Em oitos pocos das extremidades centrais internas demarcados em vermelho, foram
adicionados 1000 pL de células em meio de cultivo na concentracéo de 1x 10* células/mL. Nos 16
pocos externos restantes representados em amarelo, foram pipetados 1000pL da solugao do 6leo
essencial nas concentracbes de 62,5; 125; 250; 500; 1000 ug/mL'1 em salina, 25% de
propilenoglicol e 75% de etanol PA. (B) As placas foram mantidas em estufa por 72 horas a 37°C e
atmosfera de 5% de CO..

Fonte: A autora.
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Cada placa recebeu o tratamento em apenas uma concentracdo, da
mesma forma que os controles foram feitos em uma placa separada/isolada.
Foram feitos dois controles negativos, o primeiro contendo apenas salina (apenas
para 0s ensaios de citotoxicidade), e o segundo contendo salina + solucao
veiculo. Apds, as placas foram mantidas em estufa por 72h a 37°C com atmosfera
de 5% de CO,,

4.3 ENSAIOS PARA AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

4.3.1 Reducdo do 3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo
(MTT)

O ensaio colorimétrico de MTT tem como finalidade avaliar a viabilidade
celular por meio de sua redugdo. O anel tetrazolio do MTT é clivado em
mitocondrias ativas por meio da enzima tetrazolio-succinato-desidrogenase,
obtendo como produto os cristais de formazan de coloracédo roxa. A quantidade
de formazan formado é proporcional a atividade metabdlica da célula (Mosmann
et al., 1983).

ApGs o periodo de tratamento, o meio foi retirado e adicionou-se 400 L de
solucdo de MTT a 0,5 mg/mL (Sigma Aldrich), segundo metodologia descrita por
Mosmann et al. (1983), e foram incubadas por duas horas para visualizacdo dos
cristais de formazan. Em seguida, retirou-se a solugcédo de MTT e adicionou-se 200
uL de dimetilsufoxido (DMSO) para a solubilizacdo dos cristais. A solucao foi
homogeneizada e 100 pL foram transferidos para uma placa de 96 pocos para a
realizacdo da leitura da absorbancia no espectrofotdmetro (Biotek, uQuant) a 550
nm. A viabilidade celular em porcentagem (%) foi calculada de acordo com a
equacao abaixo:

S Absorbancia das células tratadas
Viabilidade celular (%) = —— x 100.
Absorbancia média do controle
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4.3.2 Coloracao de proteinas utilizando-se sulforodamina B

Outro meétodo utilizado para avaliar a viabilidade celular € o ensaio
colorimétrico com emprego da sulforodamina B. Esse ensaio baseia-se na
capacidade de ligacao da sulforodamina B (SRB) nas proteinas celulares. A SRB
€ um corante aminoxanteno rosa brilhante que apresenta dois grupos sulfonicos,
gue se ligam a residuos basicos em condicdes levemente acidas e se dissociam
em condicdes basicas. Pela ligacdo do corante ser estequiométrica, a quantidade
de corante extraido das células € diretamente proporcional a massa celular
(Vichai; Kirtikara, 2006).

O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Papazisis
et al. (1997), com modificacdes. Finalizado o tratamento, o meio foi retirado e as
células foram lavadas com 200 pL de tampao salino-fosfato (PBS) pH 7,4.
Posteriormente, adicionou-se 150 uL de acido tricloroacético a 10% e as placas
foram levadas a geladeira por meia hora. Apds, as placas foram lavadas com
agua destilada e deixadas para secar por 24 horas. Logo depois, 100 pyL de
solucdo de SRB a 2% foram adicionados e, apés 30 minutos as placas foram
lavadas com acido acético a 1%. Passadas 24 horas, foram pipetados 150 pL de
TrisBase 10 mM para solubilizacdo do corante. O contetdo foi homogeneizado e
100 pL foram transferidos para uma placa de 96 pocos para realizacédo da leitura
da absorbancia nos comprimentos de 492 nm e 620 nm no espectrofotbmetro
(Biotek, pQuant). Foi realizada a normalizacdo dos dados por meio da subtracdo
do valor de 492 nm pelo valor de 620 nm e, em seguida foi calculada a viabilidade

celular (%) conforme descrito na equacao abaixo:

Absorbancia 492 nm — Absorbancia 620 nm

Viabilidad lul %) = 100
iabilidade celular (%) Absorbancia média do controle * x

* Os dados do controle foram normalizados ap6s subtracdo do valor da absorbancia de 492 nm

pelo valor de 620 nm.
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4.3.3 Ensaio de viabilidade celular tempo-dependente em células A549

Com o objetivo de investigar se a resposta das células A549 ao tratamento
com a fase vapor do OE patchouli variam ao longo do tempo, foram realizados
ensaios de viabilidade celular em diferentes intervalos. Para tanto, as células
foram semeadas numa concentracdo de 1x10* células/poco nos oito pocos das
placas de 24 pocos e mantidas em estufa por 24 horas para adesao. Apos, foram
tratadas com o vapor do OE de patchouli na concentracdo de 170 pg/mL,
concentracdo proxima ao ICVsg pelos periodos de 24, 48 e 72h.

Cada placa recebeu o tratamento em apenas uma concentracdo, da
mesma forma que o controle foi feito em uma placa separada/isolada. Apos os
tratamentos, foram realizados os testes de viabilidade descritos nos itens 4.3.1 e
4.3.2.

4.3.4 Calculo do ICV5p e do indice de seletividade (1S)

Com finalidade de calcular a concentracdo do OE capaz de gerar vapor
suficiente para reduzir a viabilidade celular em 50% (ICVsp), 0s resultados obtidos
da viabilidade celular dos itens 4.3.1 e 4.3.2 foram utilizados para o célculo do
ICVso por meio da analise de regressao nao linear pelo log das doses do OE,
utilizando o Software GraphPad Prism 5.01.

Dentro do processo de avaliacdo de um produto natural como possivel
antitumoral, um pardmetro importante a ser avaliado é o indice de seletividade
(IS) do produto, que tem finalidade de indicar o potencial uso deste composto em
testes clinicos posteriores (Suffness; Pezzuto, 1991). Para avaliar a seletividade
da fase vapor do OE de patchouli, foi realizado o calculo do IS por meio da razéo
entre os valores de ICVsg da linhagem nao tumoral (linhagem MRC-5) e os valores
de ICVso das linhagens tumorais (linhagens A549 e H292), sendo expressa na
equacgao abaixo, onde valores menores que dois indicam n&o seletividade (Ayesh;
Abed; Faris, 2014).

ICv50 células nao tumorais

ICv50 células tumorais
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4.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE MIGRACAO CELULAR DAS CELULAS
A549 PELO ENSAIO DE FECHAMENTO DE FENDA

O ensaio de fechamento de fenda, também denominado de ranhura ou do
inglés, Scratch assay, se baseia no monitoramento do crescimento de células em
monocamada a partir da formacdo de uma zona livre de células no centro da
superficie dos pocos das placas em que estdo aderidas até a recolonizacédo da
zona livre para quantificacdo da migracao celular (Liang; Park; Guan, 2007).

A célula A549 foi semeada na concentracdo de 2,5x10° nos quatro pocos
centrais das placas de 24 poc¢os e mantidas em estufa por 24 horas para total
adesdo. Posteriormente, as placas foram riscadas com uma ponteira de 200 uL
em unico sentido, passando pelo centro de cada poco. Em seguida, o meio foi
retirado e os pogos foram lavados com 500 pL de PBS para retirada do excesso
de conteudo celular e 0 meio suplementado com SFB foi recolocado. Apos, as
células foram submetidas ao tratamento utilizando o valor préximo a ICVsy, 170
pug/mL, pelo periodo de 24 horas. Logo apods, o sobrenadante foi retirado e
acrescentou-se 200 pL de corante Rosenfeld sobre as células por dois minutos. A
seqguir, foram pipetados 400 puL de &gua destilada fervida por oito minutos.
Decorrido o tempo, as placas foram lavadas com agua corrente para retirada do
excesso de corante e deixadas para secar em temperatura ambiente por 24
horas.

A observacao da proliferacdo e migracao celular foi visualizada por meio do
microscépio Olympus. Para quantificacdo da taxa de migracdo, foram feitos dois
registros fotograficos, um apds a realizacdo do risco e outro apos o periodo de
tratamento e coloracdo. Esses registros foram analisados utilizando o software
ImageJ 1.51s (National Institutes of Health, Maryland, EUA). A determinacédo da
taxa de migracdo celular (%) foi calculada a partir da medicdo da area de
crescimento apoés a realiza¢do do risco (periodo 0) e apos tratamento, mostrada

na equacgao abaixo:

Area média periodo 0 — Area média periodo de 24 horas 100
x

Migracao (%) = i
gragao (%) Area média periodo 0
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4.5 AVALIACAO DO EFEITO DA FASE VAPOR DO OE NA PROGRESSAO DO
CICLO CELULAR

Para avaliar se a fase vapor do OE de patchouli gerou parada do ciclo
celular foi realizada a citometria de fluxo de acordo com a metodologia descrita
por Crissman e Steinkamp (1973) e Krishan (1975), com modificacbes. As células
A549 foram semeadas na concentracdo de 1x10° por poco nos oito pocos
centrais da placa de 24 pocos, e mantidas em estufa por 24h para total adesao
celular. Apds, as células foram tratadas por 24h com o vapor do OE de patchouli
nas concentragdes de 0; 85; 127,5; 170 e 340 pg/mL.

Decorrido o tratamento, as células foram tripsinizadas e neutralizadas com
meio RPMI-1640. Subsequentemente, foram reunidos o conteido de dois pocos
em um tubo tipo eppendorf, centrifugados por sete minutos a 2000 rpm. Em
seguida, o meio foi descartado e o pellet foi resuspendido em 200 yL de uma
solucédo tampédo de PSSI (10 yL de Triton X-100 a 0,1%, 10 yL de RNAse (100
mg/mL), 50 pL de iodeto de propideo (10 mg/mL) e 9,930 de PBS) por 18h.
Posteriormente, o contetdo foi transferido para um tubo de ensaio e foram
adicionados 200 pL de PBS, e em seguida as amostras foram analisadas em
citbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton & Dickinson, San Jose, CA, EUA). Os
resultados obtidos foram processados utilizando o programa Diva (Becton &
Dickison), avaliando uma média de 100.000 eventos por amostra.

Em uma placa separada, foi realizado um controle negativo contendo
apenas solucédo salina (NaCl 0,9%). Apds o processo de centrifugacéo, o pellet foi

resuspendido em 200 pL de solucédo de PSSI por 18 h.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o
Software GraphPadPrism, versédo 5.01 (San Diego, CA, EUA). As diferencas entre
0S grupos experimentais foram testadas por meio do emprego da analise de
variancia (ANOVA one-way), seguido pelo teste de Post-Hoc de Tukey, com
intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Os dados foram expressos como média

+ desvio padrdo da média.
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A concentracdo do OE capaz de gerar vapor suficiente para reduzir a
viabilidade celular em 50% (ICVso) utilizada para avaliar a citotoxicidade foi
calculada empregando-se a analise de regressao nao linear pelo log das doses do
OE, utilizando o Software GraphPad Prism 5.01.

Os dados quantitativos do ensaio de migracao celular obtido por meio do
meétodo do Scratch assay dos grupos experimentais foram analisados utilizando o

teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DO EFEITO DA FASE VAPOR DO OE DE PATCHOULI NA
VIABILIDADE CELULAR

5.1.1 Linhagens tumorais A549 e H292

Os efeitos obtidos da fase vapor do OE de patchouli sobre a viabilidade
celular das linhagens A549 e H292 foram avaliados empregando-se 0s métodos
de reducdo de MTT e coloracdo de SRB. A responsividade das linhagens ao
tratamento esta expressa na Figura 6. E possivel observar que a fase vapor do
OE gerou uma reducéo significativa da viabilidade celular em relagéo ao controle,
a partir da concentragédo de 62,5 pug/mL, efeito obervado para ambos 0s ensaios,
de MTT e de SRB. Além disso, foi observada diferenca significativa entre o
veiculo e controle, o que pode ser explicado pela capacidade do propilenoglicol de
diminuir a viabilidade celular e inibir a proliferacdo em células epiteliais da via
respiratoria, conforme relatado por Komura et al. (2022).

Com base nos resultados obtidos, foi calculada a concentracdo do OE
capaz de gerar vapor suficiente para reduzir a viabilidade celular em 50% (ICVs),

expressa em pg/mL/poco no periodo de 72 horas (Tabela 1).

Tabela 1- Valores do ICVs para as linhagens A549 e H292 apds tratamento com
o vapor do OE de patchouli
A549 H292
MTT SRB MTT SRB

72h 169,74 £ 29,04 156,13 +27,91 215+4586 220,74 +57,96

Os valores de ICVsg, (Lg/mL/poco) sédo expressos como média + desvio padréo obtidos a partir dos
experimentos de 72h de tratamento com a fase vapor do OE de patchouli. Os valores foram
calculados por regressdo néo linear pelo log das doses do OE utilizando o Software GraphPad
Prism 5.01.
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Figura 6- Efeito da fase vapor do OE de patchouli em diferentes concentracdes
sobre a viabilidade celular das linhagens A549 e H292
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Viabilidade celular (%) determinada pelos ensaios de reducdo de MTT (A, B) e coloragdo com
SRB (C, D), respectivamente apos 72 h de tratamento. Os resultados sdo expressos como média
e desvio padrdo, obtidos de no minimo trés ensaios independentes com n= 4. Os simbolos *
representam a diferenca estatistica, obtida por One-Way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tukey
(p = 0,05), em relacdo ao controle (salina) e # representam diferenca estatistica em relacdo ao
veiculo (propilenoglicol e etanol 25:75 + salina 0,9%) representado no gréafico pela concentragéo
de O pg/mL.

A partir dos dados apresentados na Figura 6 e Tabela 1, é possivel
observar que, das linhagens tumorais testadas, a H292 apresentou maior
resisténcia ao tratamento com o vapor do OE de patchouli quando comparado a
linhagem A549, fato corroborado por meio do valor de ICVsy, 0 qual foi maior,
tanto para o ensaio de MTT, quanto para o de SRB.

A linhagem H292, que foi menos responsiva ao tratamento com o vapor do
OE de patchouli, € um subtipo raro de CPCNP, correspondendo a menos de 0,5%
de todos os carcinomas pulmonares (Roden et al., 2014). Devido a ineficiéncia da
quimioterapia e radioterapia, a resseccado cirargica € a principal forma de
tratamento para este tipo de cancer (Xl et al., 2012).

Em estudo de Sakamoto et al. (2015), foi quantificada a expressao de
proteinas transportadoras de drogas em cinco linhagens tumorais de pulmao.

Dentre elas, a linhagem H292 ndo apresentou a glicoproteina-P, classificada
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como uma das proteinas transportadoras de membrana pertencentes a familia
ABC (cassete de ligacao a ATP), responsaveis pelo efluxo de compostos toxicos
e drogas presentes nas células, que resultam na resisténcia as drogas.

Galetti et al. (2015) constataram que a linhagem também ndo expressa a
proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP ou ABCBG2), pertencente
também a familia ABC, e, consequentemente, foi mais sensivel ao tratamento
com Gefitinib.

Com base na literatura, a menor responsividade da linhagem H292
observada neste estudo pode ndo estar diretamente associada a expresséo
dessas proteinas de resisténcia, mas possivelmente a outros mecanismos
subjacentes. A exemplo, a inducdo da superexpressdo da proteina FoxM1
(Forkhead box M1), membro da familia de fatores de transcricdo Forkhead, que
desempenha papel importante no ciclo celular, controlando a transicéo da fase G1
para a fase S e entrada e conclusdo da mitose, em células H292 aumentou a
resisténcia ao tratamento com Gefitinib (Xu et al., 2012).

Todavia, a linhagem A549, responsavel por aproximadamente 40% de
todos os carcinomas pulmonares, também apresenta uma grande refratariedade
aos quimioterapicos e a radioterapia (Denisenko; Budkevich, Zhivotvsky, 2018).
Diferentemente da linhagem H292, a menor responsividade dessa linhagem ao
tratamento esta associada a expressao de proteinas que causam resisténcia as
multiplas drogas, pois foi evidenciado que as células A549 apresentam o gene
MDR1 (Multidrug Resistence -1), também conhecido como ABCB1, que é
responsavel pela expressdo da glicoproteina-P (Li, A. et al., 2016; Sakamoto et
al., 2015). Além disso, foi averiguado em outro estudo que as células A549
também expressam a proteina BRCP, a qual atribuiu resisténcia ao Gefitinib
(Galetti et al., 2015).

Relatos sobre a atividade antitumoral do OE de patchouli em sua fase
liguida sdo escassos na literatura. Dentre os seis OE testados por Sun et al.
(2022), o OE de patchouli exibiu efeito inibitério em células de melanoma (BF-16)
e cancer de prostata (LNCaP), com uma concentracédo inibitéria de 50% (ICso) de
109,32 £ 9,51 e 138,24 £ 13,74 ug/mL, respectivamente.

O potencial efeito antitumoral de seu composto majoritario, o patchoulol,

também ja foi relatado na literatura. De fato, Liang et al. (2023) avaliaram o efeito
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do patchoulol, fase liquida, em células A549 e em A549 resistentes a vincristina, e
demonstraram que houve reducéo da viabilidade celular, seguindo um perfil dose-
dependente em culturas tratadas com patchoulol. Os autores calcularam o ICsy,
respectivamente, como 107,84 £ 0,67 e 128,94+ 2,52 yM no periodo de 24h de
tratamento, e de 106,18 £6,34 uM e 125,52 + 2,92 uM para o periodo de 48h.

Neste mesmo estudo, Liang et al. (2023) relataram ainda inibicdo da
proliferacdo celular e parada do ciclo celular na fase GO0/G1, gerados pelo
aumento intracelular de EROs, que desencadearam danos oxidativos ao DNA e
ativaram as vias ATM/CHK2 e ATR/CHK1, que resultaram na fosforilagdo da p53,
causando o aumento da p21 e, consequentemente, a diminuicdo das proteinas
CDK2 e ciclina E1, responsaveis pela progressédo das células para a fase S do
ciclo celular.

Esses autores também verificaram que houve inducdo de morte celular por
apoptose, devido ao aumento da porcentagem de células na fase subGO,
ocasionado pela diminuicdo da expressdo da proteina anti-apoptética Bcl-2,
aumento da expressao da proteina pro-apoptotica Bax e caspases 3 e 9 clivadas
(Liang et al., 2023)

O patchoulol ainda atenuou a resisténcia as drogas, diminuindo a
expressdo da glicoproteina-P e dos marcadores de células tronco cancerigenas
(CD44 e CD133), que desempenham importante papel na resisténcia as drogas,
metastase e reincidéncia (Liang et al., 2023; Zheng, Y et al., 2022). Além disso, a
combinacdo da cisplatina e patchoulol exibiu um efeito sinérgico inibitério em
ambas as linhagens.

No trabalho de Lu et al. (2016), os autores descrevem que o patchoulol foi
citotoxico frente a linhagem A549 de maneira tempo e concentracao-dependente,
com uma ICsp de 79,80 + 4,09 ug/mL no periodo de 48h de tratamento. Os
autores verificaram que houve morte por apoptose, atribuida a inibicdo da
fosforilacdo da via da tirosina quinase EFGR, envolvida na génese de varios
canceres e, ainda, fosforilagdo da via cinase c-Jun amino-terminal (JNK),
responsavel por gerar a despolarizacdo de membrana mitocondrial, ocasionando
o desequilibrio das proteinas Bcl-2/Bax, causando a liberacdo do citocromo c e

ativacdo das caspases 3 e 9. Também foi relatado pelos pesquisadores que o
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patchoulol induziu parada do ciclo celular na fase G1/S, por meio da ativacdo da
proteina p53 e p21 e inibicdo da CDK?2 e ciclina E.

Em um estudo in vivo com camundongos BALB/C nude, foi demonstrado
que, no grupo tratado com uma injecdo intraperitoneal com patchoulol (5-15
mg/Kg), houve reducdo do tamanho do tumor de pulméo (linhagem A549) e
também diminuicdo de Ki-67 positivo, e aumento das caspases 3 e 9, 0 que
demonstra o efeito apoptoético e antiproliferativo do patchoulol (Lu et al., 2016).

Em relacdo a atividade antitumoral, especificamente, da fase vapor dos
OEs, pesquisas do grupo, como a de Nadal e Kanunfre (2019), demonstraram
que o vapor do OE de patchouli reduziu a viabilidade das células A549 de
maneira tempo e concentragdo-dependente, com uma ICVsg calculada de 256,69
+ 37,99 pg/mL quando se empregou o0 ensaio de reducdo de MTT e 313,71 +
44,18 pg/mL o de SRB para determinacédo da viabilidade celular no periodo de
72h de tratamento. Segundo o estudo de Maeda (2016), o vapor do OE de
patchouli também diminuiu a viabilidade das células de adenocarcinoma de
pulméo humano, linhagem Calu-3, com uma ICVs5, de 225 pg/mL.

Esses valores de ICVs5y sdo maiores quando comparados aos resultados
obtidos nesta pesquisa, indicando que o vapor do OE de patchouli empregado
neste estudo foi mais citotoxico. Neste sentido, cabe ressaltar que o OE utilizado
pelas autoras citadas acima difere na composi¢cdo quimica do utilizado nesse
trabalho, o que poderia ser a explicar da diferenca observada. Cabe comentar que
fatores como clima, solo, localizacdo geografica da planta, o tipo e local de
extracdo, variacao geneética, entre outros sdo capazes de alterar os constituintes
dos OE e, por conseguinte, suas propriedades biolégicas (Raut; Karuppayil,
2014).

5.1.2 Linhagem controle - MRC-5

Com finalidade de avaliar se a fase vapor do OE de patchouli induz morte
celular de maneira seletiva, a linhagem MRC-5 derivada de fibroblastos de
pulmdo humano, também foi submetida aos testes de viabilidade celular pelos
ensaios de reducdo de MTT e coloragdo com SRB, ap0s 72h de tratamento com a

fase vapor do OE.
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Cabe mencionar que, a partir dos resultados obtidos, pode-se evidenciar
que a linhagem MRC-5 apresentou dois perfis de resposta ao tratamento, um
mais refratario e outro mais sensivel, sendo a concentracdo de 250 pg/mL
limitrofe para a deteccéo do perfil.

Nos ensaios com o primeiro perfil de resposta, conforme apresentado na
Figura 7, a fase vapor do OE gerou uma reduc¢ao da viabilidade celular a partir da
menor concentracdo, 62,5 pg/mL, tanto para o ensaio de reducdo de MTT quanto
o de SRB. Assim como observado para as linhagens tumorais, houve diferenca
significativa da viabilidade entre o veiculo e controle.

Com relacéo as células com perfil de resposta mais sensivel, a fase vapor
do OE também reduziu a viabilidade celular a partir da concentracdo de 62,5

pg/mL, para ambos os ensaios, de reducdo de MTT e SRB (Figura 8).

Figura 7 - Efeito da fase vapor do OE de patchouli sobre a linhagem MRC-5 com
perfil de resposta mais refratario
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Viabilidade celular (%) determinada pelos ensaios de reducédo de MTT e coloracao com SRB apds
72 h de tratamento. Os resultados sédo expressos como média e desvio padrao, obtidos de cinco
ensaios independentes com n= 4 por ensaio. Os simbolos * representam a diferencga estatistica,
obtida por One-Way ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tukey (p < 0,05), em relacdo ao controle
(salina) e # representam diferenca estatistica em relagéo ao veiculo (propilenoglicol e etanol 25:75
+ salina 0,9%) representado no grafico pela concentragdo de 0 pg/mL.
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Figura 8 - Efeito da fase vapor do OE de patchouli sobre a linhagem MRC-5 com
perfil de resposta mais sensivel
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Viabilidade celular (%) determinada pelos ensaios de reducéo de MTT e coloracao com SRB apds
72 h de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e desvio padrdo, obtidos de quatro
ensaios independentes com n= 4 por ensaio. Os simbolos * representam a diferencga estatistica,
obtida por One-Way ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tukey (p < 0,05), em relacdo ao controle
(salina) e # representam diferenca estatistica em relacdo ao veiculo (propilenoglicol e etanol 25:75
+ salina 0,9%) representado no gréafico pela concentragdo de 0 pg/mL.

Baseado nos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade com a fase
vapor do OE, foram calculados os valores de ICVs, expressos em pg/mL/poco no
periodo de 72h (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de ICVsg para os dois perfis de resposta da linhagem MRC-5
apos tratamento de 72h com o vapor do OE de patchouli

MRC-5 Refratéria MRC-5 Sensivel
ICVso ICVso
MTT SRB MTT SRB
72h 333,75+ 76,28 316,30+ 66,44 154,91 +53,03 154,95 + 40,76
Os valores de ICVsy (ug/mL/poco) sdo expressos como média + desvio padrdo obtidos dos
experimentos de 72h de tratamento com a fase vapor do OE de patchouli. Os valores foram

calculados por regressdo néo linear pelo log das doses do OE utilizando o Software GraphPad
Prism 5.01.

Comparando os ICVs da linhagem MRC-5 com os ICV5o das linhagens

tumorais A549 e H292, as células MRC-5 com o perfil refratario apresentaram
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uma ICVso maior que os das células tumorais, contrariamente, as de perfil mais
sensivel apresentaram valores menores, o0 que impacta diretamente no calculo do
indice de seletividade (IS).

O IS é calculado pela razdo entre o valor da ICVsy da linhagem tumoral
pelo valor da ICVs, da linhagem n&o tumoral. Valores menores que 2 (dois)
indicam nao seletivo (Ayesh; Abed; Faris, 2014). Conforme mostrado na Tabela 3,

a fase vapor do OE de patchouli ndo € seletivo para células tumorais.

Tabela 3 — Valor do IS da fase vapor do OE de patchouli nos dois perfis de
resposta da linhagem MRC-5 ao tratamento por 72h

MRC-5 Refratéria MRC-5 Sensivel
IS Fase vapor IS Fase vapor
72h MTT SRB MTT SRB
A549 1,96 2,02 0,91 0,99
H292 1,55 1,43 0,72 0,70

Os valores dos IS foram calculados pela razéo entre o valor da ICVsy da linhagem tumoral pelo
valor da ICVsy da linhagem ndo tumoral. Os valores menores que dois demonstraram uma
seletividade ndo especifica para a fase vapor do OE de patchouli.

As diferencas de resposta no ensaio de viabilidade observadas podem
estar associadas ao uso da cultura celular em diferentes nUmeros de passagens.
Em culturas com baixo nimero de passagens, o vapor do OE promoveu uma
menor reducdo da viabilidade, portanto, as células foram mais refratarias. Ja as
com maior numero de passagens, o OE demonstrou uma maior reducdo da
viabilidade, evidenciando maior sensibilidade das células.

Essa observacédo € corroborada pelo estudo de Schéauble et al. (2012), que
relataram que os marcadores de senescéncia para a linhagem MRC-5 ja
comegcam a aparecer em baixos numeros de passagens. A partir da 30°
passagem, foi possivel observar um aumento da proteina p21, e, préximo a 40°
passagem, tem-se um acumulo da enzima SA-B-gal (8-galactosidase associada a
senescéncia) e da proteina pl6. JA da 48° passagem em diante, 0s
pesquisadores relataram que ha um aumento acentuado destas proteinas pl6,

p21 e SA-B-gal, e ainda com formacéo de focos de heterocromatina associados a
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senescéncia (SAHF), dominios especializados da heterocromatina que
contribuem para o silenciamento dos genes promotores da proliferagao.

O tratamento das células MRC-5 normais e MRC-5 de senescéncia
induzida pela doxorrubicina, em combinacdo com os antitumorais desatinibe e
quercitina, reduziu a viabilidade celular em 49,5% para MRC-5 senescentes,
enquanto para MRC-5 normais/ndo senescentes ndo houve uma reducdo da
viabilidade de maneira significativa (De Godoy; Macedo; Gambero, 2024).

Portanto, a entrada na fase de senescéncia da linhagem MRC-5, poderia
gerar diferentes respostas de citotoxicidade e, por conseguinte, nos valores de
ICV5g calculados.

Outro aspecto a ser levado em consideracao seria a capacidade de alguns
marcadores de senescéncia alterarem a resposta citotoxica a um farmaco, entre
eles, se destaca a proteina p21. No estudo de Ravizza et al. (2004), o aumento de
p21 induzido pelo tempol (nitroxido de piperidina), quando empregado em
diferentes linhagens de cancer de célon, aumentou a sensibilidade ao tratamento
com doxorrubicina, demonstrado por um menor valor de ICsy quando comparado
ao controle/sem o uso do tempol.

Pensando-se no parénquima de tecido pulmonar normal, o nimero de
células senescentes é baixo e, portanto, podemos assumir que os fibroblastos
alveolares apresentariam o perfil de maior resisténcia ao OE. Todavia, quando
utilizado esse valor de ICVsy para o célculo do IS, obteve-se um valor proximo,
porém inferior a 2 (dois), para ambas as linhagens.

Para entender melhor a seletividade do OE de patchouli frente as
diferentes linhagens de cancer de pulmédo, € de suma importancia considerar
pesquisas anteriores que investigaram seu efeito em condi¢des semelhantes.

Especificamente, considerando o efeito da fase vapor do OE sobre a
linhagem MRC-5, no mesmo estudo de Nadal e Kanunfre (2019) mencionado
anteriormente, o ICVso para a linhagem MRC-5 foi 794 ug/mL para os ensaios de
reducdo de MTT e de 718 pg/mL para SRB, com um IS de 3,1 (MTT) e 2,1 (SRB)
em relacdo a célula tumoral A549, mostrando que o vapor do OE possui uma
seletividade-especifica, diferente do que foi mostrado neste estudo. Cabe reiterar

gue os OEs de patchouli estudados apresentam diferencas de composigao.
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5.1.3 Viabilidade tempo-dependente da fase vapor do OE em células A549

No ensaio tempo-dependente, as células A549 foram submetidas ao
tratamento com a concentracédo de vapor de OE de 170 pug/mL, pelos periodos de
24,48 e 72h.

Na Figura 9, é possivel observar que o vapor do OE de patchouli reduziu
de maneira significativa a viabilidade celular nos periodos de tratamento de 24, 48
e 72h, em comparacdo ao controle, em ambos os ensaios, reducdo do MTT e
coloragdo com SRB. O perfil de tempo-dependéncia também foi observado, uma
vez que houve diferenca estatistica entre os valores de viabilidade obtidos entre
os diferentes tempos.

No periodo de 24h, o vapor do OE causou uma diminuicdo na viabilidade
de 29,85% e de 34,77% nos ensaios de reducdo de MTT e SRB,
respectivamente. Ja no periodo de 48h, a reducéo foi de 46,73% (MTT) e 53,07%
(SRB). No tempo de 72h, a reducdo da viabilidade foi maior, com um valor de
61,96% empregando o ensaio de reducao de MTT e 69,78% no ensaio de SRB.

Todavia, ndo é possivel distinguir se a reducdo da viabilidade celular esta
relacionada ao efeito citostatico ou citotéxico, uma vez que o0 ensaio de reducao
de MTT é um marcador que reflete 0 metabolismo das células viaveis e nao
especificamente a proliferacdo celular, sendo incapaz de diferenciar entre esses
mecanismos de agao (Dragar; Kralj; Kocbek, 2021; Riss et al., 2013; Sazonova et
al., 2022).

Ainda, referente ao ensaio de coloracdo com SRB, esse ndo permite a
diferenciacéo direta entre células vivas e mortas, mas apenas representacdo da
guantidade total de proteinas, com base no numero de células aderidas, a qual €
utilizada para mensurar as células vivas. Além disso, alguns farmacos podem
alterar a capacidade de adeséao celular sem necessariamente induzir morte celular
(Adan; Kiraz; Baran, 2016; Papazisis et al., 1997).
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Figura 9 — Efeito da fase vapor do OE de patchouli sobre a viabilidade celular nos
periodos de 24, 48 e 72h
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Viabilidade celular (%) foi determinada por meio dos ensaios de reducéo de MTT (A) e coloracao
com SRB (B) ap6s 24, 48 e 72h de tratamento. Os resultados séo expressos como média + desvio
padrdo, obtidos de no minimo trés ensaios independentes com n=4 por ensaio. Os simbolos *
representam a diferenca estatistica em relacéo ao controle (propilenoglicol e etanol 25:75 + salina
0,9%), obtida por ANOVA One-way seguida pelo pés-teste de Tukey (p < 0,05) e # representam
diferenca entre todos os tempos de tratamento.

5.2 AVALIACAO DA MIGRACAO CELULAR PELO ENSAIO DE FECHAMENTO
DE FENDA

A migracdo celular é o processo em que células se movimentam de um

local para o outro e que faz parte de processos fisiopatologicas do organismo,
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dentre as quais se destacam metastases-canceres, inflamacéo e cicatrizacao de
feridas (Hulkower; Herber, 2011).

As metodologias para quantificar a migracdo celular sao ferramentas uteis
para triagem de drogas anticancer. Em um ensaio de migracdo celular, uma
reducdo no fechamento da fenda gerada por uma ranhura na monocamada
celular pode indicar que o composto possui atividade antitumoral (Menezes,
2011).

Para avaliar a capacidade de migracdo das células A549, foi utilizada a
concentracéo de 170 pg/mL e o tempo de tratamento foi de 24 horas.

Nos resultados do ensaio de fechamento de fenda (Figura 10), foi possivel
observar que a fase vapor do OE de patchouli reduziu a migracao das células

A549 gquando comparado ao controle, apds tratamento por 24 horas.
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Figura 10 - Registro de imagem da microscopia Optica do efeito da fase vapor do
OE de patchouli na migragdo celular da linhagem A549 tratada com a
concentracéo do ICVsg

oy L VPO SRRt [ Pnt
Em (A) e (B) estdo apresentadas as imagens da microscopia 6ptica do ensaio de fechamento de
fenda do controle no periodo 0 e apés 24h de tratamento e coloragdo, respectivamente e em (C) e
(D) estdo apresentadas as imagens das células tratadas com o vapor do OE de patchouli no
periodo O e apds 24h, respectivamente. As linhas vermelhas indicam a area medida. Aumento de
200X.

Os dados representados pela Figura 11 indicam que o vapor do OE de
patchouli reduziu em aproximadamente 40% a migracao das células A549.
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Figura 11 - Efeito da fase vapor do OE de patchouli sobre a migragéo celular na
linhagem A549
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A migracao celular (%) foi determinada pelo ensaio de fechamento de fenda apds tratamento pelo
periodo de 72h. Os resultados sdo expressos como meédia + desvio padrdo, com n= 4. O simbolo *
representa a diferenca estatistica em relagdo ao controle (propilenoglicol e etanol 25:75 + salina
0,9%), obtida pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (p < 0,05).

Apesar da escassez de informacdes referente a inibicdo da migracao
celular pelo OE de patchouli na fase liquida, ha na literatura relatos dos efeitos do
seu composto majoritario, o patchoulol. O estudo de Song et al. (2021) mostrou
qgue o patchoulol inibe a migracédo celular e a proliferacdo de tumor colorretal in
vitro, sendo esse efeito atribuido a reducdo da expressdo das metaloproteinases
de matriz MMP2 e MPP9, envolvidas na invaséo e proliferacdo tumoral.

O patchoulol também ja foi relatado por demonstrar efeito na reducéo da
migracdo e proliferacdo celular de melanoma de camundongos (Mus musculus)
de maneira dose-dependente, por meio da reducdo das proteinas Smad2/3
fosforiladas (ativam ou suprimem a transcricdo de genes), que resultaram no
aumento da expressao de E-caderina e reducao da expressdo da vimentina. A E-
caderina e vimentina sdo proteinas que estdo envolvidas no processo de inducdo
de células epiteliais para mesenquimal (EMT), que esta relacionado a varios
processos tumorais, dentre eles a migragdo e metastase. Além disso, os autores
relataram que o patchoulol reduziu a expressao das proteinas MMP2 e MMP9
(Chang et al., 2023).

O tratamento de células de cancer de prostata (linhagens PC-3 e DU145)
com patchoulol diminuiu a invasdao e migracdo celular de maneira dose-
dependente, sendo observada a reducdo das proteinas MMP2, MMP7, MMP9, a
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redugéo de VEGF, fator de crescimento endotelial vascular, a redugédo de N-
caderina e 0 aumento de E-caderina, proteinas envolvidas no processo de EMT
(Cai et al., 2022).

Em relacédo a via de sinalizacdo que regula a migracado celular em células
de céncer de pulmao, Petpiroon et al. (2019) revelaram que a supressdo da
caveolina-1 por silenciamento génico via RNA de interferéncia (shRNA-Cav-1-
transfected) em células H292 altera a expressdo das integrinas B1, B3, e av.
Segundo os autores, tal deplecdo também acarretou em reducéo da ativacao das
proteinas FAK, AKT e CDC42 (cell division cycle 42), as quais sdo importantes

para o mecanismo de formacao de filopodia.

5.3 ANALISE DA FASE VAPOR DO OE DE PATCHOULI NA PROGRESSAO DO
CICLO CELULAR

Devido a dificuldade de distincdo e limitacbes dos ensaios de viabilidade
empregados, é necessario utilizar uma combinacao de diferentes metodologias a
fim de compreender o efeito exercido pelo OE. Com essa finalidade, a analise de
citometria de fluxo, utilizando o composto iodeto de propideo (IP) como marcador,
foi realizada para investigar se a fase vapor do OE de patchouli poderia alterar a
distribuicdo das células A549 nas diferentes fases do ciclo celular.

Sabe-se que o IP se intercala entre as bases do DNA de maneira
estequiométrica, onde a emissdo de fluorescéncia € proporcional ao teor de DNA,
permitindo assim uma quantificacdo precisa do contetdo de DNA celular nas
diferentes fases do ciclo. Por meio das diferencas de ploidia do DNA é feita a
segregacdo das células nas diferentes fases (Babes et al., 2018; Riccardi;
Nicoletti, 2006).

Para a fase sub-GO, as células apresentam uma hipodiploidia (<2n) devido
a fragmentacdo do DNA, enquanto para a fase GO/G1 elas séo diploides (2n) e
ndo estdo em processo de duplicacdo. As células presentes na fase S, onde
ocorre o inicio da replicacdo do material genético, tem uma diploidia maior que 2n
e menor que 4n. Na fase pos-replicativa, denominada de G2/M, na qual o DNA
encontra-se totalmente duplicado, as células apresentam uma ploidia de 4n
(Babes et al., 2018; Khurana et al., 2019).
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Na figura 12, estao representados alguns dos histogramas obtidos durante

as analises.

Figura 12 — Efeito da fase vapor do OE de Pogostemon cablin sobre o ciclo
celu_lar das células A549
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Como controle negativo empregou-se salina 0,9% (A) e veiculo (B). As células foram tratadas pelo
periodo de 24h com o vapor do OE de patchouli em diferentes concentracdes, variando entre 85-
340 pg/mL, onde em (C) e (D) estédo representados os histogramas das concentracdes de 170
pg/mL e 340 pg/mL, respectivamente. As fases do ciclo celular estéo representadas por P2 (Sub-
G0); P3 (GO/G1); P4 (S) e P5 (G2/M).

O tratamento por 24h com o vapor do OE de patchouli induziu um aumento
significativo no percentual de células em GO/G1, a partir da menor concentracdo
de 85 pg/mL (73,54 £ 0,50 %) até a maior concentracado de 340 pug/mL (81,16 +
0,47 %), em comparacdo com o controle (68,63 + 2,16 %), conforme demonstrado
na Tabela 4.

O veiculo apresentou um aumento significativo no percentual de células em
GO0/G1 (72,23 £ 0,15 %), dado respaldado pelo estudo de Komura et al. (2022),
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onde o propilenoglicol gerou parada em G1 em células normais da via
respiratéria.

Para a fase Sub-GO0, ndo houve alteracao significativa nos grupos tratados
com a fase vapor do OE de patchouli em comparacao ao controle (2,30 + 0,32 %),
0 que indica que nao houve fragmentacdo do DNA, um marcador do processo de
inducéo da apoptose (Majtnerovd; Rousar, 2018) (Tabela 4).

Também foi possivel observar que houve um decréscimo significativo no
percentual de células da fase S a partir da concentracdo de 85 pg/mL até 340
pg/mL (9,99 + 0,54 e 5,22 + 0,33 %, respectivamente), em comparagdo ao
controle (12,74 + 0,74 %) (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo percentual das células A549 nas fases do ciclo celular
apos tratamento das células com a fase vapor do OE de P.cablin
Distribuicdo das células na fase do ciclo celular

Tratamento Sub-GO0 G0/G1 S G2/M
Controle 230+£0,32 68,63+2,164 12,74+0,744 16,20+1,21
Veiculo (O pg/mL) 2,36 £0,41 72,23 +0,15- 11,34+0,04- 14,34 +0,96
85 pg/mL 2,51+0,58 73,54+0,50- 9,99+0,544 13,64+ 0,75+

1275 ug/mL  1,89+0,16 78,21%0,91 7,62%0,29 12,08 + 0,63+
170 ug/mL 2,24 +0,34 79,40 £1,11+ 7,15+0,75 11,31+ 0,47+
340 pg/mL 1,85+0,16 81,16+ 0,47+ 5,22+0,33 12,31 +0,98.

As células A549 foram tratadas com o vapor do OE de patchouli por 24 horas, com concentragdes
variando de 0-340 ug/mL"l, onde 0 pg/mL representa o veiculo (propilenoglicol e etanol 25:75 +
salina 0,9%). Os resultados obtidos sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3-8). Os
simbolos * representam diferenca estatistica evidenciada pela ANOVA one-way seguida pelo pds-
teste de Tukey (p < 0,05) em relagdo ao controle (salina) e # representam diferenga estatistica em
relagéo ao veiculo.

No que tange a fase G2/M, houve uma diminuicdo significativa da
porcentagem das células a partir da concentracdo de 85 pg/mL (13,64 + 0,75 %)
até a maior concentracao de 340 pg/mL (12,31 + 0,98 %), em comparagao com o
controle (16,20 + 1,21 %) (Tabela 4).

O aumento do pico da fase GO/G1 e diminuicdo do pico das fases S e
G2/M, obtidos pelo ensaio de citometria, indicam que a fase vapor do OE de
patchouli gerou parada do ciclo em GO/G1. Esses dados sao consistentes com 0s

de Liang et al. (2023), os quais evidenciaram que o patchoulol, composto
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majoritario do OE de patchouli, empregado em fase liquida promove um aumento
do percentual de células na fase GO0/G1, acompanhado de uma diminuicdo no
namero de células na fase S e G2/M em células de cancer de pulméo (linhagem
Ab549).

Dados da literatura também demonstraram que o patchoulol diminuiu a
expressdo das proteinas regulatérias do ciclo celular: ciclina D1 e PCNA, e
aumentou a expressdo da proteina p21 em células de cancer gastrico (linhagens
NCI-N87 e HGC-27), gerando parada do ciclo na fase GO/G1. Além disso, ja foi
constatado que o composto também gerou parada em GO/G1 em células de
melanoma (linhagem B16F10), por meio da diminuigdo da ciclina D1 e da CDK4,
proteina regulatéria de progressao do ciclo (Chang et al., 2023; Song et al., 2021).

Quanto ao efeito da fase vapor dos OEs e seus respectivos mecanismos
de acao, o estudo conduzido por Seal et al. (2012) demonstrou que o vapor do
OE de Litsea cubeba causou parada do ciclo na fase G1 para a fase S, devido ao
aumento da porcentagem das células em GO/G1 e diminuicdo nas fases S e G2/M
em células tumorais de pulméo (linhagem A549), efeito também observado neste
estudo. Os autores evidenciaram que a inibicdo da fosforilagdo da proteina Akt
causa a superexpressdo da proteina p53 e, consequentemente, aumento da
expressao de p21, a qual se liga a ciclina D1, impedindo a progresséao das células

da fase G1 para a fase S.
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6 CONCLUSOES

A fase vapor do OE de patchouli apresentou efeito citostatico para as
linhagens de carcinoma de pulméo A549 e H292.

A linhagem H292 foi a menos responsiva a fase vapor do OE de patchouli,
com um maior valor de ICV50 (concentragdo do OE capaz de gerar vapor
suficiente para reduzir a viabilidade celular em 50%) quando comparada a
linhagem A549.

A fase vapor do OE também reduziu a viabilidade celular das células nao
tumorais (MRC-5). Todavia, de acordo com o numero de passagens da linhagem,
foram observados dois perfis de resposta, um mais refratario e outro mais
sensivel ao tratamento, e que, por conseguinte, resultaram em dois valores de IS
diferentes, ambos com valor inferior a dois, demonstrando uma auséncia de
seletividade do vapor do OE as linhagens tumorais.

Na linhagem A549, a fase vapor promoveu a reducdo da viabilidade celular
de maneira tempo-dependente, da densidade celular e da capacidade de
migracdo. Além disso, também gerou parada do ciclo na fase GO0/G1, o que
demonstra, em conjunto com os resultados apontados, que este OE apresenta
efeitos antiproliferativos. Contudo, € necessario investigar mais detalhadamente

0S mecanismos associados a este efeito do OE.
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UG

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

QUINARI FRAGRANCIAS E COSMETICOS LTDA.

Solicitante:

OLEO ESSENCIAL de PATCHOULI

Nome comercial: Oleo essencial de Patchouli
Nomenclatura botanica: Pogostemon cablin

CNPJ: 05.424 392/0001-30

Composigdo Quimica

Parte da planta: Partes aéreas
Extragdo: Arraste a vapor =
Origem: Indonésia

r | :

Método de andlise: Cromatografia Gasosa de Alta RTasolugéo. Cromatografo a Gas AGILENT 7820A.
Coluna: RXj-1MS 30m x 0,25mm x 0,25 pm (Restek). Temp.: Coluna: 50°C (0 min), 3T /mina 220T.
Inietor: 220°C Solit: 1/50. Detector FID: 240°C. Vol. De iniecdo: 1 ul.

Pico |R Constituintes Yo
calc

1 1371 P-patchouleno 26
2 1384 B-elemeno 1.0
3 1396 a-gurjuneno 08
4 1408 B-cariofileno 36
5 1426 o-guaieno 6.7
6 1432 seicheleno 14.3
7 1443  g-patchouleno 886
8 1489 B-guaieno 40
9 1495 o-bulneseno 195
10 1632 patchoulol 319
11 1671 espatulenol 25
outros 47

K \arataeny
(lu.rb 6
Dra. Vany Femaz
Laboratorio de Cromatografia
Departamento de Quimica - UFMG
vanyferraz@ufmg.br
Belo Horizonte

Av. Antdnio Carlos,8627-Campus—Pampulha-Belo Horizonte/MG-Brasil -Cep:31.270-901
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ANEXO B — REGISTROS FOTOGRAFICOS DO ENSAIO DE FECHAMENTO DE
FENDA
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