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RESUMO

O carcinoma de bexiga é o decimo segundo cancer mais comum do mundo. O tratamento
convencional envolve quimioterapia, utilizando o protocolo MVAC (metotrexato, vimblastina,
doxorrubincina e cisplatina), que apresenta efeitos toxicos por atingir ndo apenas as células
tumorais, mas também células saudaveis. Dessa maneira, surge a necessidade de novas
pesquisas em busca de compostos com potencial efeito antitumoral. O dleo essencial de
Cymbopogon densiflorus, popularmente conhecida como “capim-santo”, apresenta diversas
atividades bioldgicas, porém sua atividade antitumoral ainda néo foi estudada. Diante disso, 0
objetivo do estudo foi analisar o efeito antitumoral do 6leo essencial de C. densiflorus nas
linhagens celulares RT4 e T24 de cancer de bexiga que apresentam diferente status do gene
TP53. Extraiu-se o 0leo por hidrodestilacdo e utilizou-se 0 método de cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometria de massas (CG-EM) para a caracterizacdo dos compostos
majoritarios. Analisou-se in silico estes compostos e suas potenciais atividades bioldgicas e
mecanismos de acao relacionados ao cancer. Em seguida, foi feito analise da citotoxicidade e
proliferacdo celular apds o tratamento com o dleo essencial de C. densiflorus, bem como anélise
de seu efeito na modulagéo do ciclo celular e no processo de apoptose. Na caracterizacdo do
6leo foram identificados cinco compostos majoritarios: trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol, cis-p-
mentha-2,8-dien-1-ol, trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol, cis-piperitol e cis-p-mentha-1(7),8-
dien-2-ol. A andlise in silico indicou atividade antitumoral do dleo essencial C. densiflorus por
diferentes mecanismos, sendo os principais: estimulante de caspase 8, aumento da expressao
do gene TP53, inibicdo do gene JAK2 e agonista de apoptose e inibicdo de MMP9. O 64leo
essencial de C. densiflorus apresentou efeito citotoxico e reduziu a proliferacdo celular de RT4
e T24. Ndo houve modulacdo no ciclo celular das linhagens RT4 e T24 ap0s o tratamento. Na
linhagem RT4, observou-se aumento das taxas de apoptose ap0s o tratemento. Na linhagem
T24 n&o houve aumento de apoptose nem necrose, sugerindo que outras vias de morte celular
estejam ocorrendo nesta linhagem. Em conclusdo, o 6leo essencial de C. densiflorus apresenta
atividade citotoxica em linhagens tumorais de bexiga, provavelmente induzindo mecanismos

relacionados a apoptose em linhagens TP53 selvagens.

Palavras chaves: atividade antitumoral, cancer de bexiga, Cymbopogon densiflorus, 6leo

essencial



ABSTRACT

Bladder carcinoma is the world's twentieth most common cancer. Its conventional treatment
involves chemotherapy using the MVVAC protocol (methotrexate, vinblastine, doxorubinc and
cisplatin) which has many toxic effects by targeting not only tumor cells but also healthy cells.
Thereby, it is need for new research in search of compounds with potential antitumor effect
appears. The essential oil of Cymbopogon densiflorus, popularly known as "holy grass”,
presents several biological activities, but its antitumor activity was not studied. The aim of this
study was to analyze the antitumor effect of the essential oil of C. densiflorus on the RT4 and
T24 cell lines of bladder cancer that present different TP53 gene status. Thus, the oil was
extracted by hydrodistillation and the gas chromatography method coupled to the mass
spectrometry (GC-MS) was used for the characterization of the major compounds. These
compounds and their potential biological activities and mechanisms of action related to cancer
were analyzed in silico. Then, cytotoxicity and cell proliferation were analyzed after treatment
with the essential oil of C. densiflorus, as well as analysis of its effect on cell cycle modulation
and the apoptosis process. In the characterization of the oil, five major compounds were
identified: trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol, cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol, trans-p- mentha (7), 8-
dien-2-ol, cis-piperitol and cis-p-mentha-1 (7), 8-dien-2-ol. The in silico analysis of these
indicated the antitumor activity of the essential oil C. densiflorus by different mechanisms,
mainly as caspase 8 stimulant, increased TP53 gene expression, inhibition of the JAK2 gene
and as agonist of apoptosis, besides the inhibition of MMP9. The essential oil of C. densiflorus
presented cytotoxic effect and reduced the cellular proliferation of RT4 and T24. There was no
modulation in the cell cycle of the RT4 and T24 lines after treatment. In the RT4 line, apoptosis
rates were increased after the treatment. In the T24 line there was no increase in apoptosis or
necrosis, suggesting that other cell death pathways are occurring in this line. In conclusion, the
essential oil of C. densiflorus shows cytotoxic activity in bladder tumor lines, probably inducing
mechanisms related to apoptosis in wild TP53 strains.

Keywords: Antitumor activity, bladder cancer, Cymbopogon densiflorus, essential oil
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1.INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saide (OMS), o cancer é a segunda causa de
morte no mundo. Cerca de 9,6 milhdes de pessoas morrem por ano por causa dessa doenca.
Dentre os tumores, destaca-se 0 de bexiga por sua alta taxa de recorréncia e por ser 0 mais
comum do trato geniturinario (SANLI, O. et al, 2017; BRAY, F. et al 2018). No mundo, 0
cancer de bexiga é o decimo segundo mais comum (BRAY, F. et al 2018). As causas que levam
ao desenvolvimento do tumor de bexiga vao além dos fatores genéticos e tem sido mencionado
na literatura fatores externos como o consumo de cigarro e a exposicdo direta a compostos
quimicos (POMPEO, A. C. L. et al., 2008). Esse tumor tem um custo relevante aos sistemas de
salde devido ao tratamento e a0 acompanhamento clinico e citopatoldgico de vigilancia dos
pacientes (SVATEK, R. S. et al., 2014). Os tratamentos protocolizados para o cancer de bexiga
sdo cirurgias, quimioterapias e radioterapias (TEPLY, B., KIM, J. 2014). Esses, por sua vez,
serdo realizados dependendo do estagio do tumor. Em estagios mais avancado do tumor, a
quimioterapia é o tratamento preconizado. O protocolo mais utilizado € a administragdo de
metotrexato, vinblastina, doxorrubicina e cisplatina (GROSSMAN, H. et al., 2003). No entanto,
trata-se de uma terapia invasiva e com diversos efeitos colaterais, dificultando a tolerancia ao
tratamento pelo paciente (SAWADA, N. et al., 2009). A busca através da pesquisa de novos
compostos pontencialemnte antineoplasicos e que apresentem menos efeitos adversos, tem sido
uma necessidade.

A praética do uso de compostos naturais, como as plantas medicinais, € milenar e é
utilizada no tratamento e mesmo cura de algumas doencas (MACHADO, B.; JUNIOR, A.,
2011). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil regularizou e liberou o uso de
algumas plantas medicinais para esses fins (ANVISA, 2011). Os dleos essenciais, extraidos de
folhas, flores, frutos e caules de plantas, tem constituicdo complexa, sdo volateis e de baixo
peso molecular, de muito interesse para a industria farmacéutica e de perfumaria por suas
atividades j& conhecidas (MACHADO, B.; JUNIOR, A., 2011), tais como atividade anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antiestresse e a mais recente mencionada na literatura, antitumoral
(SHARMA, P. et al 2009).

Algumas espécies do género Cymbopogon mostraram atividade antitumoral em
experimentos in vitro e in vivo. (SHARMA, P. et al 2009; BAO, X. et al, 2014). Diante disso,
0 6leo essencial da espécie Cymbopogon densiflorus sera avaliado em relagdo a sua atividade

antitumoral em duas linhagens diferentes de células de tumor de bexiga.
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2. REVISAO

2.1 CANCER

Cancer, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2018), é definido como
o crescimento desordenado de células que invadem tecidos e 6rgaos e podem espalhar-se para
outras partes do corpo em um processo denominado mestastase, como ilustrado pela Figura 1.
Segundo dados epidemioldgicos da Organizacdo Mundial de Satde (OMS, 2018), 9,6 milhGes
de mortes em 2018 sdo por cancer, tornando-o um sério problema de satde publica.
Em nivel mundial, estima-se que de cada seis mortes, uma esteja relacionada ao cancer
(OMS, 2018).

1. CElla 2. Tecida
Cancerass alterado

Invadem tecido
vizinho

Desprendem-ze
hietaztaze

Figura 1: Desenvolvimento do cancer (INCA)

2.2 CANCER DE BEXIGA

Dos diversos tipos de tumores existentes, segundo o INCA, cancer de bexiga é um dos
gue mais se destacam, tratando-se do tipo mais comum do trato geniturinrio e o décimo
segundo mais comum em escala mundial (SANLI, O. etal, 2017; BRAY, F. et al 2018). Fatores
externos como o tabagismo, aumentam em trés vezes o risco de desenvolvimento de cancer de
bexiga. Exposi¢do a compostos quimicos organicos contendo aminas também contribuem para
o desenvolvimento desse cancer (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016; POMPEO, A. et
al., 2008). Profissionais que trabalham com solventes quimicos, tinta, petroleo, como quimicos,
farmacéuticos, pintores, cabelereiros, tem o fator ocupacional para desenvolver carcinoma de
bexiga (INCA, 2014). Em 2012, houve 430.000 novos casos e cerca de 165.000 mortes
causadas por cancer de bexiga no mundo (GLOBOCAN, 2012).
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Outro dado relevante em relacdo ao desenvolvimento de cancer de bexiga € que o0s
homens desenvolvem mais do que as mulheres em uma razéo de aproximadamente 3:1 (SANLI,
O. etal, 2017). A Figura 2 apresenta dados estimados para 2018 que demonstram que o0 cancer
de bexiga esta entre os dez cancer mais desenvolvidos em homens, no entanto, ndo esta entre

os dez mais desenvolvidos em mulheres.

Distribui¢ao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por

sexo, exceto pele nao melanoma*

Localizacao Primaria Casos % Localizacao Primaria Casos

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% " Colon e Reto 18.980 9,4%

Célon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estomago 13.540 6,3% h Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% W Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esbfago 8.240 3.8% Estomago 7.750 3,8%

[ Bexiga 6.690 3.1%] | Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% ' Leucemias 4.860 2,4%

W'iNumeros arre&)nidédos para mﬁiﬁplos de 16.7

Figura 2: Distribuicao proporciona dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por
sexo, exceto pele ndo melanoma (REVISTA ONCO, 2018).

O tipo mais comum de cancer de bexiga é o carcinoma de células uroteliais, um dos
tumores mais caros para os sistemas de salde, devido as altas taxas de recorréncia que exigem
acompanhamento clinico e citopatoldgico de vigilancia (SVATEK, R. et al., 2014). Ele pode
ser superficial como na maior parte dos casos, e musculo invasivo, como ilustrado na Figura 3.
A diferenca entre esses dois tipos é a caracteristica clinica que cada um apresenta (SVATEK,
R. etal., 2014). O superficial atinge a camada interna do epitélio e ndo alcanc¢a as camadas mais
profundas. O musculo invasivo, por sua vez, atinge as camadas mais profundas, sendo mais
dificil de tratar e mais facil de espalhar (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). Outras
manifestacbes do tumor de bexiga podem ser em celulas escamosas, devido a irritagdes
crénicas, infecgdes urinarias, acdo de protozoarios e como adenocarcinoma, que aparece em
menor numero e esta também relacionado a irritacdo cronica do trato urinario (POMPEO, A et
al., 2008).
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Figura 3: Estadiamento do cancer de bexiga (Adaptado de Sanli et al, 2017)

Diferentes tipos de tratamento estdo disponiveis para o cancer de bexiga, incluindo a
resseccao transuretral para tumores superficiais, terapia intravesical usando quimioterapicos ou
Bacillus Calmette Guerin (BCG) em casos recorrentes de tumor superficial e a cistectomia
radical para tumores superficiais resistentes a terapia intravesical (POMPEO, A. et al., 2008).
Quando o diagndstico é feito em fase inicial, sem invasdo muscular, o tratamento de escolha
geralmente é local. Algum tipo de terapia intravesical é utilizada ap6s a resseccdo destes
tumores superficiais, visando reduzir o risco de recorréncia (TEPLY, B. KIM, J. 2014). O
agente mais utilizado nesses casos € o bacilo Calmette-Guerin (BCG), que age gerando uma
resposta imune contra as células tumorais residuais, mas que apresenta diversos efeitos
colaterais, como febre, calafrios e a sensacao de queimacéo na bexiga (REDELMAN-SIDI, G.,
GLICKMAN, M., BOCHNER, B., 2014). Para os casos mais avancados, quando ha invasao
muscular, o tratamento indicado é a quimioterapia sistémica utilizando trés ciclos de
metotrexato, vimblastina, doxorrubicina e cisplatina, sendo este esquema conhecido como
protocolo MVAC (GROSSMAN, H. et al., 2003). Entretanto, a maior parte dos quimioterapicos
no mercado tem efeito toxico nas células normais também, o que leva a efeitos colateriais tais
quais supressao da medula 6ssea, imunossupressao, nauseas, vomitos, alopecia, toxicidade
renal, cardiaca, pulmonar, neural, esterilidade, entre outras. Efeitos estes que levam, muitas
vezes, a recusa do tratamento pelo paciente, por ndo serem bem tolerados (SAWADA, N. et al.,
2009).

Dessa maneira, substancias de origem vegetal e outros compostos naturais com

potencial atividade antiproliferativa podem ser o foco do desenvolvimento de novas terapias
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para o tratamento de tumores malignos (SON, Y. et al., 2003; BHATTACHARYA, A. et al.,
2012; SAVIO, A. et al., 2014).

2.3 PRODUTOS NATURAIS

Produtos naturais como plantas medicinais tém sido usadas pela humanidade desde os
primérdios dos tempos como Medicina Chinesa, Ayurvedica e das religides Afro-indigenas,
com o objetivo de tratamento e cura (MACHADO, B.; JUNIOR, A., 2011). No Brasil, algumas
plantas ja sdo regularizadas e de uso liberado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) com fins medicinais, como por exemplo Capim-cidreira, Alcachofra, Camomila e
Guaco (ANVISA, 2011).

O uso de terapias alternativas oriundas de substancias naturais na prevencao e mesmo
cura de doencas tem crescido paralelamente ao progresso cientifico e tecnolégico da medicina,
despertando interesse tanto de usuarios como de pesquisadores e profissionais da saude
(SPADACIO, C. et al., 2010).

Em trabalho de Newman e Cragg (2016), algumas drogas anticancer foram descritas
sendo derivadas de produtos naturais. Dentre elas, esta o cloridrato de irinotecano, docetaxel,
valrubicina e fosfato de etoposideo, que foram aprovadas pelo Food and Drug Administration
(FDA).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais, que por definicdo sdo produtos naturais com potencial atividade
terapéutica e farmacoldgica, caracterizam-se quimicamente em mistura de substancias volateis
e odoriferas geralmente liquidas, contidas em aparelhos secretores do vegetal, que sdo
sintetizados durante o metabolismo secundario (MACHADO, B.; JUNIOR, A., 2011). Esse,
por sua vez, esta relacionado com a influéncia do ambiente em que a planta se encontra e com
fatores como interacBes entre planta-microrganismo, planta- insetos e planta-planta,
temperatura, luminosidade, técnica de colheita entre outros, os quais podem alterar a rota
metabdlica levando a formagéo dos mais diversos compostos (MORAIS, L. 2009).

As propriedades farmacologicas desses Oleos dependem da via de administracéo
empregada a qual pode ser cutanea, inalatéria ou oral. O 6leo essencial, por exemplo, ao ser
ingerido pode atuar nas células devido a alteracdo que eles provocam na membrana

citoplasmatica, consequente de seu carater lipofilico. Essa caracteristica pode influenciar em
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alguns processos vitais das células tais como transportes de elétrons, translocacao de proteinas,
fosforilagdo, dentre outras reacdes que dependem de enzimas, alterando assim o controle
quimiosmatico da célula levando-a a morte (GNATTA, J., 2016). Outras aplicacfes frequentes
dos Oleos essenciais sdo em nebulizacdes, banho de imersdo e inalagdes justamente pela
volatilidade que esses produtos apresentam. Além desta vantagem farmacoldgica atribuida a
volatilidade e somada ao baixo peso molecular dos compostos presente no 6leo, é observada a
rpida eliminacdo destes do organismo atraveés das vias metabdlicas (MACHADO, B.;
JUNIOR, A, 2011).

2.5 GENERO CYMBOPOGON

O género Cymbopogon pertence a familia Poacea, do grego kumbe (navio) e pogon
(barba). Dessa familia, pertence cerca de 700 géneros e 12.000 diferentes espécies. As espécies
do género Cymbopogon caracterizam-se pelo formato de suas inflorescéncias, cespitosas,
aromaticas, tolerantes ao estresse e adaptaveis as condi¢des climéticas e edaficas (WATSON;,
L. & DALLWITZ, M., 1992; SOENARKO, 1977).

Existem mais de 60 espécies de Cymbopogon geograficamente localizadas nas regifes
tropical e subtropical da Africa e Asia. S&0 importantes para economia, por seus 06leos
essenciais serem matéria prima para a industria farmacéutica e de perfumaria (SHARMA, P. et
al., 2009).

A espécie Cymbopogon flexusous, comum do leste Indiano, da origem a plantas
popularmente conhecidas como capim-liméo. Estudos demonstram que esta, além de apresentar
atividade antimicrobiana, antifingica e antiestresse, apresenta certa citotoxicidade para células
de diversas linhagens de cancer humano, sendo essa atividade observada tanto in vitro como in
vivo. O mecanismo de acdo elucidado é pela ativacdo de vias apoptoéticas, tanto intrinseca
quanto extrinseca, nas células estudadas (SHARMA, P. et al., 2009).

Cymbopogon citratus é outra espécie comum do Sri Lanka e Sul da India que é
cultivada em outros paises das regides tropical e subtropical. Utilizada como anti-inflamatorio,
em tratamento para digestdo e desordens nervosas, outra acdo encontrada na literatura é sua
atividade antitumoral. Em experimento in vitro, ela apresentou atividade imunomodulatoria

inibindo o crescimento de tumor Sarcoma-180 de rato (BAO, X. et al, 2014).
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2.6 CYMBOPOGON DENSIFLORUS

A espécie Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf como apresentada na Figura 4, é
conhecida popularmente como “capim-limido”, “capim-cabloco” ou ‘“capim-santo”. FOi
introduzida e naturalizada no Brasil no periodo colonial, apresentando folhas com caracteristico
cheiro de limdo, ldminas foliares planas e glabras, com colmo ereto medindo em torno de 70 a
200 cm e pendulado devido a densa inflorescéncia (BARBOSA, L., 2007; WATSON; L. &
DALLWITZ, M., 1992; SOENARKO, S., 1977).

Figura 4: Cymbopogon densiflorus (eastafricanplants.senckenberg.de)

Na Africa, esta espécie é utilizada popularmente como estimulante e adstrigente Além
disso, ha relatos de seu uso na medicina tradicional contra diversas doengas como reumatismo,
asma, febre, resfriado, epilepsia, cdimbras, colicas, dores abdominais, tosse, bronquite,
rouquiddo e afeccbes catarrais (AKHILA, A. 2010; TAKAISI-KIKUNI, N. et al., 1996;
SOENARKQO, S. 1977).

Baseado no que foi descrito acima, a qual a literatura indica a importancia da busca de
novas terapias alternativas oriundas de produtos naturais para o tratamento de cancer e a
atividade relatada de outras espécies do género Cymbopogon, este estudo se justifica no sentido
de avaliar a potencial atividade antitumoral do 6leo essencial da espécie Cymbopogon
densiflorus em células de cancer de bexiga.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in silico e in vitro o potencial efeito antitumoral do 6leo essencial de folhas de

C. densiflorus em células de carcinoma de bexiga.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter e caracterizar o 6leo essencial das folhas de C. densiflorus.

e Analisar in silico os potenciais efeitos e mecanismos antitumorais dos componentes
majoritarios.

e Avaliar in vitro a citotoxicidade e proliferacdo das células de tumor de bexiga das linhagens
T24 e RT4 apo6s o tratamento com o 6leo.

e Auvaliar os efeitos do 6leo sobre a cinética do ciclo celular.

e Avaliar os efeitos do 6leo sobre o processo de apoptose.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), penicilina G, streptomicina,
tripsina, 1-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-3,5- diphenylformazan (MTT) e iodeto de propideo
foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). Soro Fetal Bovino foi
adquirido da Cultilab Ltda. (Campinas, Brasil). Anfotericina B foi adquirida de Cristalia
(Itapira, Brasil). O kit FITC AnnexinV/Dead Cell Apoptosis foi adiquirido da Invitrogen
(Carlsbad, Estados Unidos).

4.2 OBTENCAO DA MATERIA PRIMA VEGETAL E EXTRACAO DO OLEO
ESSENCIAL

O material vegetal, folhas de C. densiflorus, foi coletado no bairro Bauxita na cidade
de Ouro Preto-MG, Campus Morro do Cruzeiro - UFOP, onde ocorre (20°23'51"S;
43°30'40"W). A exsicata de C. densiflorus foi depositada no Herbario Prof. José Badini do
Departamento de Biodiversidade, Evolucdo e Meio Ambiente (DEBIO) do Instituto de Ciéncias
Exatas e Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto (ICEB/UFOP), sob o namero
OUPR 28122 e tem como registro do SisGen AC902F3. Em seguida, as folhas foram rasuradas,
a fim de se reduzir o tamanho e obter uma maior superficie de contato, e pesadas. A partir da
metodologia de hidrodestilacdo das folhas de C. densiflorus, por um periodo de
aproximadamente 4 horas, obteve-se o 6leo essencial, o qual foi recolhido e adicionado em um
tubo de ensaio para centrifugacao para separacdo da dgua. Apoés este processo, o 6leo puro foi
pesado para calculo do rendimento.

4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

A caracterizagdo quimica do Oleo essencial foi realizada através da Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) (Shimadzu, modelo QP2010 com
coluna capilar de silica fundida DB-5MS com 30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme)

na Divisdo de Desenvolvimento Tecnoldgico e Farmacéutico da Diretoria de Pesquisa e
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Desenvolvimento da Fundagdo Ezequiel Dias (DDTF/DPD — FUNED) pela Profd. Dr2
Ivanildes Vasconcelos Rodrigues.

As amostras foram preparadas a partir de 20 pL de Gleo essencial e 980 uL de acetato
de etila e injetadas sob as seguintes condic¢des de uso: temperatura inicial da coluna: 60°C, Split
1:50, pressdo: 79,7 kPa, temperatura do injetor: 250°C; gas de arraste: Hélio; temperatura inicial
do forno: 60°C , aumentando até 240°C na taxa de 3°C/min, com tempo total de analise de 60
min por uma velocidade linear de 41,6 cm/s, temperatura na fonte: 250°C, temperatura na
interface: 290°C, tempo de cut off : 3,8 min, scan de 4-60 min e velocidade de scan de 1666 e
faixa de m/z 20-500. O banco de dados utilizado foi o “Wiley Mass Spectral Database”.

O padréo utilizado foi o de hidrocarbonetos de 9 a 25 carbonos. Em seguida, foi
realizado o célculo do indice de Kovats (IK) de acordo com a férmula abaixo:

IK =100 x {n + (N - n)[(tr amostra - tr n)/(tr N - tr n)]}

Onde, IK é o indice de Kovats, n € 0 nimero de atomos de carbonos no n-alcano menor,
N é o nimero de atomos de carbonos no n-alcano maior e tr € o tempo de retencao.

A identificacdo das substancias foi realizada pela interpretacdo dos respectivos
espectros de massa e por comparagdo com espectros de massa de banco de dados, com dados
da literatura e pelo indice de Kovats (ADAMS, 1989).

4.4 ANALISE IN SILICO DO POTENCIAL ANTITUMORAL

Os compostos majoritarios identificados por meio da CG-EM foram analisados in
silico utilizando o programa PASS online (Prediction Activity Spectra of Substances). Os
resultados das anélises por PASS online sdo fornecidos como probabilidade de o composto ser
ativo (Pa) e inativo (Pi) (www.pharmaexpert.ru/passonline) (AMPARO,T. 2016). Expressos
com Pa- Pi, onde Pa-Pi < 0,2: Baixo potencial; Pa-Pi < 0,5: Moderado potencial; Pa-Pi > 0,5:
Alto potencial.

Visando avaliar o potencial para a atividade antitumoral dos constituintes majoritarios
deste 6leo foram analisados os resultados de Pa e Pi para os efeitos bioldgicos: antineoplasico,

anticarcinogenico ,antimetastatico e antimitotico.
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Tambéem foram analisados os resultados relacionados aos mecanismos de acdo dos
quais inclui estimulacdo de caspase-8 e caspase-3, indutor da expressédo de TP53, inibidor da
expressdo de MMP9, JAK2, HIF1A e BRAF, agonista de apoptose e citostéatico.

4.5 LINHAGENS CELULARES

Células de cancer urotelial humano da linhagem RT4 e linhagem T24 foram adquiridas
do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As células foram mantidas em
meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina G, 100 U/mL
streptomicina e 2,5 pg/mL de anfotericina B. Todas as linhagens foram mantidas a 37° C em
atmosfera de 5% de CO2.

4.6 CITOTOXICIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

Para o teste de citotxicidade e a inibicdo da proliferacdo celular as células foram
plaqueadas em placas de 96 pocos (1x10* e 1,5x10* células/poco para T24 e RT4,
respectivamente) e, ap0s 24 horas de incubacéo, foram tratadas com diferentes concentragdes
a partir da diluicdo seriada 1:2 a fim de obter as concetracdes de 10 a 0,005 pL/mL do 6leo de
C. densiflorus por 24 horas. Células ndo tratadas e células tratadas com 20% de DMSO foram
utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. Apds o tratamento, as células
foram lavadas com solucdo de Hanks, foram adicionados 100 pL do meio DMEM sem
vermelho de fenol e 50 pL do reagente de viabilidade celular MTT (2 mg/mL). A placa foi
novamente acondicionada em estufa ao abrigo de luz por mais 4 horas. Apos esse periodo foi
adicionado 60 pL do reagente dodecilsulfato de sodio (SDS) 10% 0,01 M HCI, responsavel por
solubilizar os cristais formados e depois de 18 horas mantida nas mesmas condigdes anteriores
foi realizada a leitura da placa em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570 nm. Para
analise da proliferacdo celular ap6s 24 horas, o tratamento foi removido, as células foram
lavadas com Hanks e meio novo foi adicionado. Depois de mais 24 horas, outra leitura da
viabilidade da células foi realizada nas mesmas condic¢des que a do teste de citotoxicidade. Os

resultados foram expressos pela porcentagem de viabilidade celular a partir da equacgéo:

% viabilidade celular = (A1 x 100)/Ao
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Onde, Ao representa a absorbancia do controle negativo e A; representa a absorbancia

da amostra.

4.7 CINETICA DO CICLO CELULAR

2 x 10° células de cancer de bexiga RT4 e T24 foram plaqueadas em placas de 12
pocgos. Apds 24 horas de incubagdo em estufa, as células foram tratadas com diferentes
concentragdes 0, 039; 0,019; 0,009 e 0,005 uL/ mL do éleo de C. densiflorus por 24 horas.
Apdbs o tratamento, as células foram lavadas com solugdo de Hanks, removidas utilizando
tripsina, ressuspensas em meio fresco e centrifugadas a 1000 rpm durante 10 minutos. O
sedimento foi ressuspenso em 200 pL de solugdo de marcacéo (0,0914 g de cloreto de magnésio;
0,0774 g de citrato de sodio; 0,04766 g de Hepes; 10 uL de Triton-X, 0,5 mL de iodeto de
propideo, 9,490 mL de agua, adaptado de GALBRAITH et al., 1983) colocado em gelo e
protegido da luz durante pelo menos 30 minutos. A percentagem de células nas fases GO/G1, S
e G2/M foram medidas utilizando citdmetro de fluxo BD FACS Calibur (BD Bioscence, Sna
Diego, CA, USA). Os resultados foram analisados utilizando o software FlowJo V10. Foram

analisados 30.000 eventos e as analises conduzidas em triplicata.

4.8 APOPTOSE

As taxas de apoptose foram avaliadas utilizando o kit FITC AnnexinV/Dead Cell
Apoptosis (Invitrogen). Plaqueou-se 2 x 10° células em placas de 12 pogos. Apos 24 horas, as
celulas foram tratadas com diferentes concentragcbes do 6leo essencial de Cymbopogon
densiflorus (0,039; 0,019; 0,009 e 0,005 pL/ mL) por 24 horas. Ap0s o tratamento, as células
foram lavadas com solucdo de Hanks, removidas utilizando tripsina e centrifugadas a 1000 rpm
por 10 minutos. Posteriormente, foi feita a marcacdo com iodeto de propideo e anexina V
seguindo o indicado pelo protocolo do kit. A percentagem de células ndo marcadas ou marcados
por iodeto de propideo e/ou anexina V foi medida utilizando citdmetro de fluxo (BD
FACSCalibur) e posteriormente analisadas utilizando o software FlowJo V10. Foram

analisados 50.000 eventos e as analises conduzidas em triplicata.

4.9 ANALISE ESTATISTICA
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O software GraphPad Prism 6 foi utilizado nas andlises estatisticas dos resultados. Como
os dados apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de
comparacdo multipla de Tukey. Adotou-se o intervalo de confianca de 95% e as diferencas

foram consideradas significativas para p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 OBTENCAO DA MATERIA PRIMA VEGETAL E EXTRACAO DO OLEO
ESSENCIAL

A matéria prima vegetal das folhas de Cymbopogon densiflorus obtidas no bairro
Bauxita na cidade de Ouro Preto-MG, Campus Morro do Cruzeiro - UFOP (20°23'51"S;
43°30'40"W) levou a um rendimento de 0,1% do dleo essencial obtido pelo método de

hidrodestilacao.

5.2.CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

Através da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
caracterizou-se quimicamente a composicao do 6leo essencial observando uma percentagem de
88,77% compreendida por monoterpenos e 0,88% por sesquiterpenos. Foram identificados
cinco compostos majoritarios: trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol, cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol,
trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol, cis-piperitol e cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol. Estes e o0s
demais compostos encontrados no 6leo essencial sdo apresentados na Tabela 1. Os compostos
majoritarios estdo destacados em negrito.

A partir da CG-EM obteve-se o cromatograma apresentado na Figura 5, caracteristico

do é6leo de C. densiflorus.
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Figura 5: Cromatograma obtido através da CG-EM do 6leo essencial das folhas de C. densiflorus.
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Tabela 1: Caracterizacdo quimica do 6leo essencial das folhas de C. densiflorus.

Pico Tr IK IK Composto Classe Porcentagem
(min)  calculado  real (%0)
1 5,075 927,3 - - - 0,04
2 7,160 1005,9 1008 <iso> Silvestreno Monoterpeno 0,07
Hidrocarbonico
3 7,769 1023,3 1017 < alfa-> Terpineno Monoterpeno 0,71
Hidrocarbonico
4 7,929 1027,9 1029 Limoneno Monoterpeno 0,36
Hidrocarbonico
5 9,045 1059,6 - - - 0,03
6 9,384 1069,4 - - - 0,10
7 10,129 1090,4 1091 <p-> Cimeneno Monoterpeno 0,30
Hidrocarbonico
8 10,345 1096,6 - - - 0,07
9 11,051 1114,3 - - - 0,05
10 11,358 1121,8 1122  <trans-p->Menta-2,8- Monoterpeno 12,91
dien-1-ol oxigenado
11 11,455 1124,1 1136 <cis-> (Me vs IPP) Monoterpeno 0,06
Oxido limoneno Oxigenado
12 11,936 1135,9 1137 <cis-p->Menta-2,8- Monoterpeno 9,49
dien-1-ol Oxigenado
13 12,176 1141,7 1144 <cis-beta->Terpineol Monoterpeno 0,03
Oxigenado
14 12,491 1149,3 1159 Karahanaenone Monoterpeno 0,15
Oxigenado
15 12,708 1154,6 - - - 0,46
16 13,218 1167,1 1160 <5-> Pentil ciclohexa- Monoterpeno 0,71
1,3-dieno Hidrocarbonico
17 13,800 1181,3 - - - 0,05
18 14,067 1187,8 1189 <trans-p-> Menta- Monoterpeno 18,38
1(7),8-dien-2-ol Oxigenado
19 14,290 1193,2 - - - 0,04
20 14,473 1197,7 1200 <trans-> Dihidro Monoterpeno 0,78
carvona Oxigenado
21 14,575 1200,2 1196 <cis-> Piperitol Monoterpeno 12,42
Oxigenado
22 14,736 1204 1200 <trans-> Dihidro Monoterpeno 0,26
carvona Oxigenado
23 14,848 1026,5 1200 <cis-4-> Caranona Monoterpeno 5,75
Oxigenado
24 14,925 1208,3 - - - 0,76
25 15,092 1212 - - - 0,83
26 15,304 1217 1208 <trans-> Piperitol Monoterpeno 3,86
Oxigenado
27 15,366 1219 - - - 2,22
28 15,515 1222 - - - 0,01
29 15,666 1225 - - - 0,18
30 15,835 1229 1230  <cis-p-> Menta-1(7),8- Monoterpeno 16,85
dien-2-ol Oxigenado
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31

32

33
34
35
36

37
38

39
40
41

42

43
44
45
46
47
Total

15,936
16,415

16,726
17,501
17,545
17,771

18,280
18,515

18,985
24,711
25,048

32,648

39,714
49,925
50,170
50,654
52,740

1232

1243

1250
1268
1269
1274

1286
1292

1302
1438
1447

1639,6

1836,1

2129
2137
2153
2224

1229
1243
1271

1289

1445

1642

<cis-> Carveol Monoterpeno
Oxigenado

Carvona Monoterpeno
Oxigenado

Perilla aldeido Monoterpeno
Oxigenado

<2- pentil-> Ciclopent-  Monoterpeno
2-en-1-ona Oxegenado

Isoamil octanato Sesquiterpeno
Oxigenado
Sesquiterpeno
Oxigenado

Fenil etil hexanoato

0,55
4,99

0,43
0,08
0,01
0,65

0,30
0,20

0,04
0,11
0,66

0,22

0,15
2,51
0,31
0,09
0,78
100%

*Tr: tempo de retengdo; IK calculado: Indice de Kovatis calculado; IK real: Indice de Kovatis real.

Na Figura 6 sdo apresentadas as estruturas dos compostos majoritarios do 6leo essencial

de C. densiflorus.
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Figura 6: Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do 6leo essencial de C. densiflorus identificados através
da CG-EM.
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5.3ANALISE IN SILICO DO POTENCIAL ANTITUMORAL

Os compostos majoritéarios identificados pelo método de CG-EM foram analisados in
silico utilizando o programa PASS Online (Prediction Activity Spectra of Substances). Os
resultados foram expressos pela diferenca entre Pa (probabilidade do composto ser ativo) — Pi
(probabilidade do composto ser inativo) e foram classificados como: (Pa - Pi) < 0,2: baixo
potencial; 0.2 < (Pa - Pi) < 0,5: moderado potential; (Pa - Pi) > 0,5: alto potencial. Nas Tabelas
2 e 3 observamos a classificacdo (baixo, moderado e alto) das atividades bioldgicas e dos
potenciais mecanismos de acdo, respectivamente, dos compostos majoritarios do 6leo essencial
de C. densiflorus.

Em relacéo as atividades bioldgicas, a analise in silico mostrou alto potencial para os
efeitos antineoplasico para os compostos de A, B, C e D, anticarcinogénico para 0s compostos
C e D, e antimetastatico para os compostos C, D e E. O efeito antimitdtico por sua vez

apresentou um potencial moderado para os compostos C e D, mas baixo para o0 compostoe E.

Tabela 2: Analise in silico do potencial efeito antitumoral do 6leo essencial das folhas de C. densiflorus usando a

ferramenta PASS online.

] o o Constituintes de C. densiflorus”
Potencial atividade bioldgica

A B C D E

Antineoplésico 0,722 0,722 0,916 0,916 -

Anticarcinogénico - - 0,531 0,531 -
Antimetastatico - - 0,590 0,590 0,551
Antimitético - - 0,26 0,26 0,086

*Valores de diferenca Pa-Pi: Pa-Pi < 0,2: Baixo potencial; Pa-Pi < 0,5: Moderado potencial; Pa-Pi > 0,5: Alto
potencial. (A) trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol; (B) cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol; (C) trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-
ol; (D) cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol e (E) cis-piperitol. (-) Nao indicou ou insatisfatéria.

Em relacdo aos mecanismos de acdo com alto potencial tem-se estimulacdo da caspase
8 para os compostos A, B, C e D, inibicdo da expressdo de MMP9 para os compostos A, B, C,
D e E, potencializacdo da expressdo do gene TP53 para os compostos C e D, inibicdo da
expressdo de JAK?2 para o composto E e agonista de apoptose para os compostos C e D.

Mecanismos de agdo que apresentaram moderado potencial na analise in silico sdo
potencializag&o do gene TP53 para os compostos A, B e E, inibicdo da expressdo de JAK?2 para

0s compostos A, B, C e D, agonista de apoptose para os compostos A, B e E, e inibicdo de
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expressao de BRAF para os compostos A e B. O composto E apresentou moderado potencial
para 0s mecanismos de estimulacao de caspase 8 e citostatico. Todos 0s compostos majoritarios
apresentaram moderado potencial para inibicdo da caspase 3 e inibicdo do gene HIFIA.

De todos os mecanismos de acdo apresentados, apenas o efeito como citostatico

apresentou baixo potencial para os compostos A, B, C e D.

Tabela 3: Analise in silico do potencial mecanismo de acdo do 6leo essencial das folhas de C. densiflorus usando
a ferramenta PASS online.

Constituintes de C. densiflorus”
A B C D E
Estimulante de Capase 8 0,562 0,562 0,589 0,589 0,328
Inibidor da expressao de MMP9 0,545 0,545 0,554 0,554 0,543
Potencializador da expressdo de TP53 0,446 0,446 0,571 0,571 0,480

Potencial mecanismo de agdo

Inibidor da expressao HIF1A 0,385 0,385 0,252 0,252 0,468
Estimulante de Caspase 3 0,334 0,334 0,375 0,375 0,328
Inibidor da expressao de JAK?2 0,303 0,303 0,377 0,377 0,560
Agonista de apoptose 0,296 0,296 0,695 0,695 0,416
Inibidor de expressao de BRAF 0,222 0,222 - - -
Citostatico 0,164 0,164 0,180 0,180 0,280

*Valores de diferenca Pa-Pi: Pa-Pi < 0,2: Baixo potencial; Pa-Pi < 0,5: Moderado potencial; Pa-Pi > 0,5: Alto
potencial.(A) trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol; (B) cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol; (C) trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol;
(D) cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol e (E) cis-piperitol. (-)N&o indicou ou insatisfatoria.

5.4 CITOTOXICIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

Considerando os potenciais achados da andlise in silico seguiu-se com a anélise da
citotoxicidade e inibicdo da proliferacdo celular em células de cancer de bexiga das linhagens
RT4 e T24.

A reducdo da viabilidade celular na linhagem T24 foi significativa a partir da
concentracédo de 0,312 pL/mL e para a linhagem RT4 foi significativa a partir de 0,078 pL/mL
como pode ser observado na Figura 7. Os valores de 1Cso encontrados para cada linhagem no
teste de citotoxicidade foram de de 0,135 pL/mL para T24 e de 0,052 pL/mL para RT4.
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Figura 7: Porcentagem de células vidveis das linhagens RT4 e T24 imediatamente ap6s o tratamento com 6leo
essencial das folhas de C. densiflorus. Cada ponto representa as médias obtidas em trés experimentos. * p < 0,05

diferenca estatistica em relagéo ao controle ndo tratado (CNT).

Os resultados do experimento de proliferagéo celular s&o mostrados na Figura 8. Os
valores de 1Cso foram de 0,039 puL/mL para a linhagem T24 e 0,088 pL/mL para linhagem RT4.
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Figura 8: Porcentagem de células viaveis das linhagens RT4 e T24 24 horas ap6s o tratamento com 6leo essencial

das folhas de C. densiflorus. Cada ponto representa as médias obtidas em trés experimentos. * p < 0,05 diferenga

estatistica em relagdo ao controle néo tratado (CNT).
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5.5.CINETICA DO CICLO CELULAR

Ap0s os resultados obtidos nos testes de citotoxicidade e proliferacéo celular com o 6leo
essencial de C. densiflorus, a analise da modulacdo da cinética do ciclo celular foi realizada
para correlacionar com os achados in silico..

Os resultados da andlise da cinética do ciclo celular das linhagens RT4 e T24 apds o
tratamento com o Oleo essencial de C. densiflorus sdo apresentados na Figura 9. Pode-se
observar que o tratamento ndo levou a modulacéo do ciclo celular em nenhuma das linhagens

celulares estudadas.

RT4 CNT

0,009 pL/mL

Figura 9: Histogramas representativos da cinética do ciclo celular em células das linhagens RT4 e T24 ap6s o

tratamento com o 6leo essencial de C. densiflorus

5.6. APOPTOSE

Seguiu-se as analises laboratoriais avaliando o processo de apoptose celular das
linhagens RT4 e T24 apds o tratamento com o 6leo essencial de C. densiflorus, analisando os

achados in silico envolvendo mecanismos de apoptose celular.

O processo de morte celular das duas linhagens de células de cancer de bexiga estudadas
(RT4 e T24) sdo apresentados na Figura 10. Para a linhagem RT4, observou-se um aumento
significativo do nimero de células em apoptose precoce e tardia apds o tratamento com a maior
concentracdo do oOleo de C. densiflorus (0,039 puL/mL). Na linhagem T24 ndo foi observado

nenhum aumento significativo das taxas de apoptose e ou necrose.
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6. DISCUSSAO

O rendimento da extragdo dos 0leos essenciais tem grande relacdo com a sazonalidade,
sendo o tempo e o local do plantio grandes interferentes da sua producéo (SEIBERT, J., 2015).
O dleo essencial extraido das folhas de Cymbopogon densiflorus apresentou um rendimento
que esta de acordo com o trabalho de Seibert (2015), o qual demonstrou resultado semelhante,
com material coletado no mesmo periodo do ano.

Oleos essenciais extraidos de folhas, cascas e raizes tem como principais constituintes
quimicos substancias classificadas como monoterpenos e sesquiterpenos (MACHADO, B.;
JUNIOR, A., 2011). Isto corrobora com a caracterizacdo quimica do 6leo de Cymbopogon
densiflorus, que apresentou grande porcentagem de compostos monoterpenos (88,77%). Desta
classificacdo fazem parte os cinco compostos majoritarios. Os monoterpenos estdo associados
aos efeitos farmacoldgicos dos 6leos essenciais (MACHADO, B.; JUNIOR, A., 2011), tais
como atividades antibacteriana, antifingica, anticancer, pesticida, repelente, anti-inflamatdria,
analgésica e hipoglicémica (AKHILA, A. 2010).

A possivel atividade antitumoral do 6leo essencial analisada in silico para os compostos
majoritarios esta de acordo com os resultados do teste de citotoxicidade e proliferacdo celular.
Além disso, pode-se perceber que o ICsg obtido no experimento de citotoxicidade na linhagem
RT4 foi menor, mostrando assim que ela foi mais sensivel ao tratamento com o dleo de C.
densiflorus que a linhagem T24. Resultado semelhante foi apresentado no estudo de Da Silva e
colaboradores (2010), quando células da linhagem RT4 apresentaram maior sensibilidade ao
tratamento com cisplatina e gemcitabina do que as células T24. Isso pode ser justificado pelo
diferente status do gene TP53 em cada linhagem celular. O fato das células T24 possuirem esse
gene mutado faz delas mais resistentes a tratamentos antitumorais (FENG, L. et al., 2000;
HOFSETH, L. 2004). Além de atuar na apoptose, ele possui outros papéis relevantes nas células
tumorais dentre 0s quais estdo a parada do ciclo celular, senescéncia permanente e inibicdo da
proliferacdo celular (DA SILVA, G. et al. 2010).

Em relacdo a proliferacdo celular, notou-se que os valores de ICso para a linhagem T24
sdo menores que aqueles encontrados para o experimento de citotoxicidade. 1sso quer dizer que
apos 24 horas do fim do tratamento mais danos sdo detectados nessa linhagem, sugerindo que
0 6leo de C. densiflorus pode causar um dano no potencial reprodutivo das células. Para a
linhagem RT4 pode-se perceber que o o0leo também reduz sua proliferagdo. Esses resultados
séo corroborados por achados na literatura como no estudo de Savio e colaboradores (2015)
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em que apos tratamento com alil isotiacianato (AITC) houve inibicdo da proliferacao celular
das duas linhagens celulares em 45 horas e 69 horas ap6s o fim do tratamento. Varios processos
relacionados a apoptose foram identificados na andlise in silico como potenciais mecanismos
de acdo dos compostos majoritarios do 6leo essencial de C. densiflorus. Sendo eles: estimulacédo
de caspase 8, estumulacédo de caspase 3 e inibidor de JAK2,

As caspases, em geral, sdo contribuidoras fisioldgicas para o processo de apoptose e
podem ser ativadas por dois caminhos diferentes, intrinseco e extrinseco, que em ambos ativam
as protedlises e levam a danos do DNA. A caspase 8 ¢ classificada como iniciadora enquanto
que a caspase 3 ¢é classificada como efetora (KOZLOWSKA, A. et al. 2018).

Janus quinase (JAKS) séo proteinas intracelulares ndo receptoras de tirosina quinase que
se ligam seletivamente a vérias citocinas receptoras. JAK2 é um mediador intracelular de
sinalizacdo de citocinas e hormdnios encontrado em muitos tumores. Trata-se de um ocogene
que impede o processo de apoptose (WANG, X. et al. 2015), sendo interessante sua inibicao.

Um aumento das taxas de apoptose foi encontrada na linhagem RT4 e, como observado
nos achados in silico, diversos mecanismos de agéo pode estar relacionado a este processo. A
possivel potencializacdo da expressdo de TP53, por exemplo, pode ter contribuido com essa via
de morte celular.

Para a linhagem celular T24 ndo foram observadas taxas de apoptose e necrose,
sugerindo que outras vias de morte celular possam estar ativas para essa linhagem. Savio e
colaboradores (2014) obtiveram resultado semelhante ao tratar células RT4 e T24 com 6leo
essencial de mostarda.

A regulacdo do ciclo celular ¢ um importante mecanismo para assegurar a modulacgéo e
manutencédo da funcionalidade celular JUNQUEIRA, L. & CARNEIRO, J., 2012). Varias fases
fazem parte do seu processo, sendo elas GO, G1, S, G2 e M. A fase GO consiste de um periodo
de quiescéncia celular. G1 ¢ a fase a qual ocorre sintese de RNA e proteinas, bem como a fase
do primeiro pronto de checagem da célula, podendo esta entrar no periodo de quiescéncia ou
seguir com as outras fases do ciclo, sendo a proxima S, a fase de sintese de DNA propriamente
dita, seguida por G2 onde ocorre sintese de proteinas e crescimento celular. E tambem um
segundo ponto de reparo celular do ciclo que induz uma parada temporaria caso haja dano no
DNA. Esta fase termina quando se inicia a fase M, na qual ocorre a divisdo celular.
(JUNQUEIRA, L. & CARNEIRO, J., 2012). Embora o controle do ciclo celular seja um
importante estratégia antitumoral, foi demonstrado que o 6leo essencial de C. densiflorus ndo
modula o ciclo celular de ambas linhagens celulares estudadas. Na analise in silico, portanto,

foi observado que os compostos majoritarios possuem baixa atividade como citostatico para
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todos 0s compostos majoritarios e baixa atividade como antimitético apenas para 0 composto
E, ausente atividade no composto A e B, e moderado potencial para C e D.

Outros potenciais mecanismos de acdo apontados na analise in silico se correlacionam
com a atividade bioldgica antimetastatica. Dentre as proteinas envolvidas com essa atividade
estd uma metaloproteinases da matriz, codificada pelo gene MMP9, que comumente é secretado
por células tumorais e esté relacionado ao processo de metastase de canceres como esofagico,
de laringe e das celulas escamosas orais, atuando na decomposi¢do da matriz extracelular
(ZHANG, W. et al, 2015). A inibicdo da expressdo do gene HIF1A também interfere na
atividade antimetastatica. O fator 1-alfa induzivel por hipoxia (HIF1A) € um fator de transcrigcdo
relacionado a adaptacdo da célula em um processo de hipoxia. De acordo com a literatura esse
gene encontra-se com alta expressdo em tumores malignos (XU, J. et al, 2014). Também foi
selecionada como potencial mecanismo de acdo a inibicdo da expressdo do gene BRAF. O
BRAF estd muito associado a mutacGes de melanoma, bem como em outros canceres,
aumentando a resisténcia ao tratamento (HOLDERFIELD, M. et al. 2014). Como 0s outros
genes citados previamente, leva a processo metastatico. Para confirmar esses achados in silico

relacionados a atividade antimetastatica, outros testes serdo necessarios no futuro.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se com o desenvolvimento deste projeto que o 6leo essencial de Cymbopogon

densiflorus:

e Foi citotdxico para as duas linhagens celulares, RT4 e T24.

e Diminuiu a proliferacdo celular de ambas as linhagens.

e Induziu apoptose na linhagem TP53 selvagem ap0s o tratamento com o 6leo
essencial de C. densiflorus.

e Nao interferiu na cinética do ciclo celular nas linhagens de células de cancer de

bexiga.

Dessa maneira, 0 6leo essencial de C. densiflorus apresenta atividade citotdxica em
linhagens tumorais de bexiga, provavelmente induzindo mecanismos relacionados a apoptose

em linhagens TP53 selvagens.
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