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Resumo
As plantas aromaticas possuem em sua composicdo os 6leos essenciais (OE), que

pela alta volatilidade e lipossolubilidade podem ser empregado pela via inalatéria
para o tratamento do cancer de pulméo. O objetivo deste projeto foi de avaliar a
citotoxicidade da fase vapor do OE de Pogostemon cablin Benth (patchouli) em
células de carcinoma de pulméo (A549). Utilizando-se os ensaios de reducao do
MTT e coloracdo com sulforodamina B (SRB), foi determinada a viabilidade celular.
A fase vapor do OE foi citotéxica de maneira dose e tempo-dependente. A
concentracao citotéxica que gerou morte de 50% das células (Clso) no periodo de 72
horas correspondeu a 257 pg/ml (MTT) e a 314 pg/ml (SRB). Empregando os
resultados dos ensaios de reducdo do MTT e SRB do periodo de 72 horas de
tratamento, foi calculado o indice de seletividade (IS) de 3,1 e 2,3. Estes valores séo
sugestivos de que a fase vapor do OE de Patchouli apresenta potencial para seu
emprego como antitumoral.

Introducéo

O cancer € uma doenca multifatorial com o crescimento descontrolado e
invasdo de células anormais que conduzem a formacdo de tumor. O carcinoma de
pulmdo estd entre os canceres mais comuns e letais, com baixo indice de
sobrevivéncia, sendo o tratamento realizado através de cirurgia, radioterapia e
qguimioterapia (INCA, 2014). Tratamentos complementares e alternativos, utilizando-
se Oleos essenciais (OE), podem constituir-se em uma nova modalidade terapéutica
(MACHADO & FERNANDES JUNIOR, 2011).

Os OE sdo produtos aromaticos de metabolismo secundario de plantas,
normalmente produzidos por células secretoras ou grupos de células, sendo
encontrados em diversas partes do vegetal. Todavia s&o comumente concentrados
nas folhas, casca ou frutos (SIMOES & SPIZTER, 1999). Devido a composi¢&o, 0s
OE possuem diversas propriedades farmacologicas, grande parte em funcdo de sua
volatilidade (GAUTAM et al., 2014).

O OE de Pogostemon cablin Benth. (Patchouli) possui diversas atividades
biolégicas, como agdo antimicrobiana, anti-inflamatoria, antifingica, cicatrizante,
antisséptica, neuroprotetora, anti-influenza e anti-helmintica (SOBRAL et al., 2014).

Quimicamente este OE é caracterizado por apresentar compostos
sesquiterpenos, onde o seu principal componente é o patchoulol (RAMYA et al.,
2013).
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Lu et al. (2016) relataram que o patchoulol exerce efeito antitumoral contra o
cancer de pulméo, induzindo células A549 a morte por apoptose. Todavia os efeitos
dos da fase vapor deste OE ainda ndo foram estudados quanto ao seu potencial
antitumoral.

Os efeitos da fase vapor do OE de patchouli encontram-se apenas relatado
pelo seu emprego na aromoterapia, onde o OE de patchouli € usado para controlar o
apetite, aliviar a depressado e o estresse. Segundo os pesquisadores doses altas do
OE podem estimular o sistema nervoso e em doses baixas tem efeito sedativo,
sendo também utilizado para melhorar a concentracdo e aprimorar a inteligéncia
(SHANKARANARAYAN, 2002).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar o potencial antitumoral dos
compostos volateis (fase vapor) do Oleo essencial de Pogostemon cablin Benth
(patchouli) em células de carcinoma de pulmao (A549), comparando-as com as
células controle/normais MRC-5.

Material e Métodos

A linhagem celular A549 é derivada de um carcinoma de pulmd&o humano
caracterizada por ser do tipo de células ndo pequenas, que foi adquirida do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), sendo cultivada conforme recomendado. As
células foram mantidas em meio DMEM, contendo soro fetal bovino(SFB) a 10% e
as culturas foram mantidas em estufa umidificada a 37°C com atmosfera de CO2 a
5%. Foi utilizado neste trabalho também, a linhagem MRC-5 como controle. Essa é
uma célula normal, caracterizada como fibroblasto de pulmd&o humano, que foi
adquirida do Instituto Adolfo Lutz (IAL). A linhagem foi mantida em meio MEM,
contendo 15% de SFB nas mesmas condi¢cfes das células A549.

As duas linhagens de células utilizadas (MRC-5 e A459), foram semeadas em
placas de 24 pocos em 1 ml de meio de cultura na concentracdo de 3 X 104
células/ml, nos oito pocos centrais por placa, conforme protocolo estabelecido por
Seal et.al.(2012) com modificacbes. Nos 16 pocos restantes, que estavam
desprovidos de células, foi feita a insercdo do Oleo Essencial (OE) de Patchouli
disperso em solugcéo salina (NaCl 0,9%). Para solubilizagdo do OE na salina foi
utilizado como veiculo uma mistura constituida de 25% de Propilenoglicol e 75% de
Etanol PA. As células foram incubadas por 24 horas para a completa adesao celular,
e apos esse periodo foram realizados os tratamentos com o vapor do OE pelos
periodos de 24, 48 e 72 horas. Ao todo foram testadas 5 concentracdes da fase
vapor do OE a partir das dispersdes de 62,5; 125; 250; 500; 1000 pg/ml para ambas
as linhagens celulares, além do controle, que foi feito apenas com solucéo de salina
e veiculo.

Para determinagcdo da citotoxicidade foi avaliado a viabilidade celular das
células A549 e MRC-5 por 2 ensaios diferentes: (1) Ensaio de reducdo do 3- (4,5
dimetiltiazol-2yl) -2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo (MTT), realizado conforme
descrito por MOSMANN (1983). Este ensaio permite de maneira indireta a avaliagcao
do metabolismo celular; (2) Ensaio de coloracdo de proteinas empregando-se a
sulforodamina B (SRB), conforme descrito por PAPAZISIS et.al.(1997).

Apoés determinada a viabilidade celular foi calculado: (1) A concentracdo da
fase vapor do OE que inibe 50% do crescimento celular (Clsg) no periodo de
tratamento de 72 horas; (2) O indice de Seletividade (IS) foi calculado pela raz&o
entre o Clso de células controle/normais (MRC-5) e células tumorais (A549).

Os resultados foram normalizados em relagcdo ao controle e analisados pelo
programa estatistico Graph Pad Prism (versdo 5), empregando-se a analise de
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variancia ANOVA de uma via, seguido do pos teste Tukey. Os resultados foram
expressos como média e erro padrdo da média. Para determinacdo do Clso, foi
utilizado programa StatPlus (versdo 5.9.8), empregando-se anélise de sobrevivéncia
pela regresséo de Probit, pelo Método de Finney.

Resultados e Discusséo

Devido a sua composi¢cao os OE apresentam uma fase vapor e, em funcéo da
volatilidade das substancias componentes, tornando-os ideais para nebulizacbes e
inalacbes (BANDONI & CZEPAK, 2008). Pensando-se em cancer de pulméo essa
via de administragéo poderia ser bastante interessante.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o vapor de OE de
Patchouli possui efeito citotéxico sobre as células tumorais de pulmdo A549, efeito
que também foi observado para células normais de pulmdo MRC-5, todavia com
menor atividade. O efeito citotoxico observado caracterizou-se dose e tempo-
dependente para ambas as linhagens.

As células MRC-5, que s&o células normais de pulm&o humano foram
utilizadas como células controle, como objetivo de comparar a citotoxicidade da fase
vapor do OE de patchouli com as células A549.

Os resultados da concentracdo da fase vapor do OE que inibe 50% do
crescimento celular (Clso) para ambas as linhagens de células estdo demonstrados
na Tabela 1. Foi possivel observar que em relacdo as células controle, as células
tumorais apresentaram um menor valor de Clsy, 0 que confere ao vapor do OE de
patchouli uma maior toxicidade para as células tumorais. Os valores de Clso diferiram
estatisticamente entre as linhagens (p<0,05). Apés realizagdo do célculo do indice
de seletividade (razdo da Cls, entre células controle e células tumorais), pode-se
notar que tanto para o método de MTT quanto para o SRB, obteve-se valores
maiores que 2, significando que a fase vapor do OE apresenta um possivel potencial
para antitumoral.

Tabela 1 — Concentracdo Inibitéria de 50% da viabilidade celular (ICs0) € 0
indice de Seletividade (IS) para a fase vapor do OE de Patchouli em células
MRC-5 E A549. Os resultados estdo expressos como a média e erro padrdo da média.*
Representa diferenca estatistica de p<0,05 entre A549 comparada com MRC-5.

Linhagens de CI50 (ug/ml - 72horas) indice de
Células MTT(72h) SRB (72h) Seletividade (IS)
MRC-5 794,05 +/- 129,26 | 718,49 +/- 260,09 MTT =3,1

A549 256,69 +/- 37,99 * | 313,71 +/- 44,18 * SRB =2,3

Gautam et al., (2014) em seu trabalho de revisdo relatou a existéncia na
literatura de muitos estudos que evidenciam atividade antitumoral dos OE e seus
constituintes. De fato, pesquisas in vitro e in vivo tém mostrado resultados efetivos
dos OE, das mais diversas espécies vegetais, contra cancer de boca, pulmao,
mama, prostata, figado, colon, cérebro e leucemias. Porém somente Seal et al.,
(2012) até entdo tinham relatado o efeito da fase vapor de OE Litsea cubeba como
antitumoral frente as células A549 e observaram inducdo de apoptose, cujo processo
de morte foi atribuido a regulacédo da proteina p53 que atua como supressora de
tumor. Segundo os resultados de Maeda (2016), do nosso grupo de pesquisa, O
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vapor de OE de Pogostemon cablin também induziu a morte das células Calu-3 por
apoptose.

Concluséo

O presente estudo gerou evidéncias de que os tratamentos com a fase vapor
do OE de Patchouli foram citotoxico de maneira dose e tempo-dependente para
células tumorais A549, apresentando uma ICso estimada menor quando comparado

com as células controle/normal MRC-5, que é sugestivo de que a fase vapor
apresenta potencial antitumoral.
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