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RESUMO

STONE, Simone Cardozo. Acdo citotéxica dos 6leos de capim-limdo e de
citronela, e do composto citronelal original e modificado, perante células
tumorais e ndo tumorais. 2010. 47f. Trabalho de Conclusédo de Curso — Instituto de
Biologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O céancer constitui-se em uma das principais causas de o6bito no mundo. Nas
mulheres o mais prevalente € o cancer de mama, que quando diagnosticado
tardiamente tem alto risco de mortalidade. A busca de medicamentos oriundos de
fontes naturais estd em constante crescimento e diversos componentes de plantas ja
sdo empregados com sucesso no tratamento do cancer, inclusive no de mama. O
O0leo essencial de capim-limdo tem demonstrado importantes caracteristicas
antitumorais, ja o0 emprego do 6leo essencial de citronela e do composto citronelal,
original e modificado quimicamente, ainda ndo possuem suas atividades totalmente
conhecidas. Ha escassez de estudos desses 6leos e composto no combate ao
cancer de mama, ainda mais sobre o uso do citronelal modificado quimicamente,
objetivando elevar sua capacidade farmacoldgica. Este trabalho visa analisar a
citotoxicidade, através de ensaio de coloracdo por cristal violeta, dos 6leos
essenciais de capim-liméo e de citronela, bem como do composto citronelal original
e modificado quimicamente, em células da linhagem de carcinoma mamario (MCF-7)
e da linhagem néo tumoral (Vero). A andlise dos produtos revelou efeito citotoxico,
em diferentes intensidades, para ambas as linhagens celulares, sendo o composto
citronelal o mais seletivo por apresentar maior citotoxicidade para MCF-7 do que
para Vero. A modificacdo quimica do composto citronelal acarretou em maior efeito
citotoxico, porém menor seletividade.

Palavras-chave: Poaceae. Cymbopogon citratus. Cymbopogon nardus. Plantas Medicinais.
ICso.



ABSTRACT

STONE, Simone Cardozo. Cytotoxic activity of essential oils from lemongrass
and citronella,and the citronellal compound original and modified,
against tumor and not tumor cells. 2010. 47f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Instituto de Biologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Cancer is a major health problem worldwide, being one of the leading causes of
deaths. Breast cancer is the most common cancer in women and the late diagnostic
have high death risk. The search for medicines from plants is increasing. Diverse
plants components have been used for the treatment of various kinds of cancer,
breast cancer included. The essential oil of lemon grass have been showing
antitumor propriety, however the citronella essential oil and the citronellal compost,
original and modified, does not have any activity known. There is a lack of studies
from the anti breast cancer activity of this oils and composts, especially when the
citronellal compost is chemically modified for increase it pharmacological potential.
The aim of this study is evaluate the effect of the essential oil of lemon grass and
citronella, and the citronellal compost, original and modified, on cultivate breast
cancer cells (MCF-7) and normal cells (Vero), using the crystal violet assay for cell
viability. The products demonstrated cytotoxicity for both cell lines, however with
different intensities. The citronellal oil was the most selective compost being more
toxic for MCF-7 than Vero cell line. The chemical modification of the citronellal
compound resulted in higher cytotoxic effect, but less selectivity.

Keywords: Poaceae. Cymbopogon citratus. Cymbopogon nardus. Medicinal plants. 1Csp.
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma das enfermidades que mais acomete a populagdo mundial,
sendo considerada a segunda causa de morte de natureza conhecida no Brasil
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2009) e responsavel por 12% do total anual
de 6bitos no mundo (WHO, 2008). A doenca tem origem geneética, uma vez que
falhnas nos genes responsaveis pela regulacdo do crescimento e/ou diferenciacéo
celular culminam na proliferagcdo celular sem limite que acaba por atingir tecidos
adjacentes e outros 6rgaos que nao o afetado (ROCHA; FERREIRA, 2004).

O cancer de mama é o mais comum entre as mulheres e o segundo com
maior fregiiéncia no mundo (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2009). Sua alta
freqiéncia deve-se tanto a fatores intrinsecos, como exposicdo a hormoénios e
heranca genética, e também a fatores extrinsecos como o estilo de vida (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2010).

Os quimioterapicos sintéticos utilizados no tratamento do cancer, em geral
nao possuem natureza discriminatéria, o que acarreta danos as células normais de
alta proliferacdo. Para reverter este quadro, pesquisadores cada vez mais investem
em estudos de drogas alternativas originarias de fontes naturais (EDRIS, 2007).
Devido a sua enorme variabilidade quimica oriunda da grande diversidade de
organismos, a hatureza € uma importante fonte de possiveis compostos
terapéuticos, e dentre esses organismos, as plantas sdo consideradas fonte dos
farmacos mais eficazes e promissores (SAKLANI; KUTTY, 2007). Apesar de apenas
uma pequena parcela da riqueza natural ja ter sido explorada, os farmacos
disponiveis originarios ou derivados de fonte natural, utilizados na terapia
anticancerigena ja correspondem a mais da metade do total (NEWMAN; CRAGG,
2007).
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Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, conhecida por capim-limdo, é uma erva nativa
do sudoeste do continente asiatico (CASTRO; RAMOS, 2002), utilizada para
diversos fins que vdo desde a medicina alternativa até a utilizacdo em perfumaria
(NEGRELLE; GOMES, 2007). Diversas pesquisas ja exaltaram seu importante papel
anticancerigeno (MANOSROI; DHUMTANOM; MANOSROI, 2006;
PUATANACHOKCHAI et al., 2002; SUAEYUN et al., 1997). Ja Cymbopogon nardus (L.)
Rendle, planta proxima da anterior, conhecida por citronela (CASTRO; RAMOS,
2002), ndo foi tdo amplamente pesquisada como possivel anticancerigena, tendo
sua utilizacdo reservada principalmente ao uso em repelente contra insetos
(AKHILA, 2010; CASTRO et al., 2010). O composto citronelal, extraido, dentre
outras, da planta citronela (NHU-TRANG et al, 2006) e utilizado na fabricacéo de
produtos industriais (LENARDAO et al., 2007), também n&o obteve estudos mais
amplos de seu possivel potencial no tratamento anticancerigeno. Tampouco seu
analogo semi-sintético, C37A, derivado de sua modificagcdo estrutural pela
introducédo do grupo quimico amina.

O emprego de drogas semi-sintéticas possibilita contornar os fatores que
limitam o bom funcionamento do principio ativo, tornando-o mais seletivo, ativo e por
consequéncia aumentando seu poder farmacolégico (CECHINEL FILHO;
ROSENDO, 1998). Consequentemente, diversos farmacos semi-sintéticos ja sao
utilizados na quimioterapia antitumoral (NEWMAN; CRAGG, 2007).

A bibliografia referente a utilizacdo dos 6leos essenciais de capim-liméo e de
citronela no combate ao cancer de mama encontra-se escassa, bem como o
potencial uso do composto citronelal no tratamento desse cancer, tampouco quando
modificado quimicamente. Por esse motivo, propomos o0 estudo da citotoxicidade
desses Oleos e compostos, a fim de verificar 0 seu potencial de seletividade em

células de tumor de mama, MCF7 e células ndo tumorais, Vero.



1.1  Objetivos

1.1.1 Geral

Avaliar o efeito citotoxico dos 6leos essenciais de capim-limédo e de citronela,
bem como do composto citronelal original e modificado quimicamente, perante a
linhagem de tumor de mama MCF-7 e a linhagem n&o tumoral Vero.

1.1.2 Especificos

o Determinar o efeito citotoxico dos 6leos essenciais e dos compostos
sobre as duas linhagens celulares;

o Determinar as concentracfes dos 0Oleos e compostos que causam
inibicdo de 50% da populacéo celular (ICso) de MCF-7 e Vero;

o Estabelecer o indice de seletividade (IS) de cada 6leo e composto para
determinar se houve maior efeito na célula tumoral do que na célula ndo

tumoral.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

Cancer € a denominacdo dada a um conjunto de mais de 100 doencas
caracterizadas pela proliferacdo celular sem limite. As células cancerigenas
acumulam alteragdes estruturais e/ou funcionais nos genes responsaveis pela
regulacdo do crescimento e diferenciagcdo celular, o que ocasiona falhas no
mecanismo de controle de crescimento (ALBERTS et al., 2002; ROCHA;
FERREIRA, 2004). Essas alteracdes sdo causadas tanto por fatores externos (como
tabaco, exposicdo solar, organismos infecciosos, radiacdo e produtos quimicos)
como internos (mutacdes hereditarias e decorrentes do metabolismo, horménios e
condi¢Bes imunes) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010).

O crescimento celular exacerbado forma massas teciduais, conhecidas como
tumor, ou neoplasia, o qual pode ser classificado em benigno e maligno. O tumor
benigno acarreta menor risco ao paciente por apresentar crescimento lento e formar
massas localizadas, sem invasdo de outros tecidos. Ja o tumor maligno, contem
células de rapido crescimento que podem colonizar tecidos adjacentes e se
espalhar, metastizar, através do organismo (SPENCER, 2007).

Anualmente, cerca de 12 milhdes de novos casos sao diagnosticados no
mundo, sendo mais de sete milhdes fatais, 0 que torna o cancer responsavel por
12% do total anual de 6bitos (GLOBOCAN, 2008; WHO, 2008). Estima-se que esse
namero ira aumentar com o passar dos anos, duplicando até o ano de 2030. Mais da
metade dos casos diagnosticados ocorrem em paises desenvolvidos, onde é
considerada a segunda principal causa de O&bito, enquanto em paises em

desenvolvimento ocupa o quinto lugar, sendo o motivo de uma em cada dez mortes.
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No entanto, esse valor tende a aumentar nesses paises, devido as melhorias das
condicbes de vida e aumento da expectativa de vida (WHO, 2008). Os mais
prevalentes, independe de sexo, sdo cancer de pulmao, estbmago, mama, prostata
e cOlon, sendo o primeiro responsavel pela maior taxa de mortalidade (Fig. 1 e 2)
(GLOBOCAN, 2008).

Pulmao: 1,608,823
(12.7%)

Qutros: 4,401 ,BBD

TR — Mama: 1,383 523

{(10.9%)

/] ______ Colorretal: 1,233,711
i VA 9.7%)
Bexiga: 386,365 A
(3.1%) 4y
Esdfago: 482,239
(3.8%) 4
Colo uterino: 529,828 — 800 Préstata: 903 452
(4.2%) /— 7.1%)
Figado: 748 271
(5.9%)

Estdmago: 989 598
(7.8%)

Figura 1 — Incidéncia mundial de cancer para ambos 0s sexos e todas as idades (n=
12667,47). Modificado de GLOBOCAN 2008 (IARC).

Pulmao: 1,378.415
(18.2%)
Estdmago: 738,069
(9.7%)

Outros: 2,485 819
(32.8%)

Préstata: 258 3681

(34%) Fl'gadO: B95 843
Pancreas: 266,029 (9.2%)
(3.5%) y Colorretal: 608 544
Coloutering: 276126 1 —  B0%
) (3. 8%) Mama: 458 367
Esofago: 406,806 B5.1%)

(5.4%)

Figura 2 — Mortalidade mundial do céncer para ambos os sexos e todas as idades (n=
7571,501). Modificado de GLOBOCAN 2008 (IARC).

Quanto mais cedo diagnosticado, melhor o progndéstico do cancer, uma vez
que, a chance de sobrevivéncia € maior e as opc¢bes de tratamento variadas
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010). No entanto, a maioria dos casos no Brasil é
diagnosticada tardiamente, contribuindo para as elevadas taxas de mortalidade

causada pela doenca (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2009).
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As opcOes de tratamento variam conforme o estagio e as caracteristicas
biol6gicas do tumor, bem como a idade do paciente e os riscos associados ao tipo
de tratamento escolhido. As opg¢bOes incluem cirurgia, terapia hormonal,
quimioterapia, radioterapia e terapia biolégica (uso de anticorpos monoclonais
humanizados) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010).

No Brasil, considerado a segunda causa de morte de natureza conhecida,
estima-se para os anos de 2010 e de 2011 cerca de 489.270 casos novos de cancer
no pais, sendo distribuidos em 236.240 casos para o sexo masculino e 253.030 para
0 sexo feminino. A distribuicdo desses casos ocorre de forma heterogénia, sendo as
regides mais acometidas a Sul e a Sudeste, enquanto as regides Norte e Nordeste
as menos acometidas, restando as taxas intermediarias para a regido Centro-oeste
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2009).

2.1.1 Cancer de mama

O cancer de mama constitui atualmente o tipo mais comum entre as mulheres
e 0 segundo com maior freqiiéncia no mundo. Cerca de 20% dos novos casos de
cancer em mulheres ao ano, sdo de mama. Estima-se, para o ano de 2010 cerca de
49.240 novos casos para o Brasil (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2009).
Apesar de sua elevada ocorréncia, a taxa de sobrevivéncia dos pacientes € alta nos
paises desenvolvidos, chegando a 85%, por outro lado nos paises em
desenvolvimento, atinge apenas cerca de 50-60%. Devido a essa alta taxa de
sobrevivéncia, o cancer de mama € o mais predominante na populacdo mundial
(WHO, 2008).

Os tumores de mama, em sua maioria, sado originarios do epitélio ductal
(cerca de 80%), enquanto uma minoria tem origem no epitélio lobular. Os
carcinomas ductais sdo também considerados precursores do cancer de mama
invasivo, correspondendo a aproximadamente 70% dos casos (LI, 2009).

As causas mais propicias ao cancer de mama sdo o sexo feminino (ha
ocorréncia da doenca em homens também, sendo a frequéncia menor que 1%
(WHO, 2008)) e a idade, uma vez que a possibilidade de desenvolver a doenca
aumenta com o passar dos anos. Fatores diretamente correlacionados com a
doenca incluem tempo de exposicdo a horménios, fatores hereditarios e estilo de

vida (SAUTER; DALY, 2010). A exposicdo prolongada a horménios, principalmente
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estrogénio e androgénio, acarreta em risco de desenvolvimento de neoplasias
mamarias (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009). Por esse motivo a nuliparidade
ou gravidez tardia, a menarca precoce, a menopausa tardia e o uso de horménios
(recente uso de contraceptivos ou reposicao hormonal prolongada) aumentam a
ocorréncia da doenca. O risco também € aumentado pelo histérico de cancer de
mama na familia, principalmente em parentes de primeiro-grau, sendo que guanto
maior o niumero de casos, maior a probabilidade (SAUTER; DALY, 2010). A heranca
genética da mutacdo nos genes BRCA1 e BRCA2, associados a suscetibilidade a
doenca, é responsavel pela ocorréncia de cerca de 50% dos casos de tumor
mamario em mulheres com presenca dessa mutacdo (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2009). Esses genes estao envolvidos em diferentes funcdes celulares,
atuando, por exemplo, no controle do ciclo celular (GIORDANO, NORMANNO,
2009).

Apesar da maioria dos fatores mencionados ndo serem passiveis de
modificacdes, os causados pelo estilo de vida, na maior parte dos casos, podem ser
controlados a fim de prevenir o aparecimento da enfermidade. Entre esses fatores
estdo consumo de alcool, obesidade e sedentarismo (ROSES, 2005).

Nas fases iniciais ndo ha sintomas tipicos da enfermidade, no entanto quando
o tumor atinge dimensdes maiores podem ocorrer dores, inchaco e alteracéo da pele
que recobre a mama (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2010). Por ndo ser
possivel um diagnodstico adequado com base em sintomas, as mulheres devem
consultar com frequéncia médicos ginecologistas, para monitoramento de possiveis
alteracoes neoplasicas. Para tanto, tipicamente realiza-se exame clinico das mamas
e mamografia, onde é possivel o diagndstico precoce de tumores mamarios
(SAUTER; DALY, 2010).

Quando a neoplasia é verificada, o tratamento mais adequado é prescrito, de
acordo com o tamanho, histologia, perfil molecular e estagio do tumor, avaliando-se
0 risco inerente aos procedimentos (LI, 2009). Geralmente as pacientes s&o
submetidas a algum tipo de cirurgia, a qual pode ser aliada a outros tratamentos tais
como radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal e/ou terapia biolégica
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009).



21

2.2  As plantas e o cancer

Desde a antiguidade, os produtos naturais, em especial as plantas, servem de
fonte indispensavel para o tratamento de enfermidades. Povos ancestrais, como 0s
egipcios, chineses, indianos, gregos e romanos, desenvolveram diversos
medicamentos derivados de plantas, os quais muitos sdo ainda utilizados na
medicina moderna (BUSS; BUTLER, 2010).

Em estudo realizado por Newman e Cragg (2007), observou-se que de todas
as drogas anticancerigenas disponiveis no periodo de 1940 a 2006, mais da metade
séo de origem natural ou derivadas/modificadas da mesma (Fig. 3).

S*INM v B
10%

Figura 3 — Drogas anticancerigenas disponiveis no periodo de 1940 - 06/2006 (n= 175). N: produto
natural; ND: produto natural derivado; S: sintético; S*: sintético com farmacéforo natural; NM: produto
natural mimetizado; B: produto biolégico; V: vacina (NEWMAN; CRAGG, 2007).

As drogas sintéticas utilizadas na terapia contra o cancer, muitas vezes
apresentam efeito inespecifico, devido a sua alta citotoxicidade, acarretando danos
colaterais as células normais de rapida proliferacdo. Sendo assim, a procura por
drogas alternativas levou pesquisadores a buscar cada vez mais agentes naturais,
uma vez que estes poderiam apresentar efeito terapéutico com baixa citotoxicidade
(EDRIS, 2007; REDDY; ODHAVA; BHOOLAB, 2003).

Muitos compostos oriundos de plantas sdo empregados com sucesso nha
terapia do cancer, e alguns dos farmacos mais promissores e eficazes originam-se
dessa fonte (SAKLANI; KUTTY, 2008). O exemplo mais significativo foi a descoberta
dos alcaldides vinblastine e vincristine, isolados a partir da planta vinca (Catharanthus
roseus (L.) G. Don), considerados os primeiros compostos derivados de plantas a

serem introduzidos na terapia anticancerigena. Conjuntamente com outras drogas
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quimioterapicas, esses alcaldides séo utilizados no tratamento de diferentes tipos de
cancer, tais como, leucemias, linfomas e cancer de mama e de pulméo (CRAGG,
NEWMAN; 2005). Outros farmacos originarios de plantas utilizados atualmente como
quimioterapicos sdo o camptotecina (originario de Camptotheca acuminata Decne.), 0
combretastatina (de Combretum caffrum Kuntze) e o epipodofilotoxina (de Podophyllum
peltatum L.), enquanto varios outros estdo em diferentes estagios de testes clinicos
(SAKLANI; KUTTY, 2008). No tratamento do cancer de mama, além dos alcaldides
acima citados, sao principalmente utilizados o composto Paclitaxel (nome comercial
Taxol®, originalmente obtido do sGber de Taxus brevifolia Nutt.) e seu anédlogo semi-
sintético, Docetaxel (CRAGG; NEWMAN, 2005; MA; WANG, 2009).

2.2.1 Oleos essenciais

Os 0leos essenciais sdo compostos volateis, com forte odor, produtos naturais
do metabolismo secundario de plantas aromaticas. S&o formados por misturas de 20
a 60 componentes em diferentes concentracbes, sendo 0s mais abundantes
constituidos por terpenos e terpendides (BAKKALI et al., 2008).

Todos os 6rgdos das plantas aromaticas sao capazes de produzir os Oleos
essenciais, 0s quais sdo armazenados em células secretoras e epidermais, canais,
cavidades e tricomas (BAKKALI et al., 2008). Para serem extraidos, esses locais de
armazenagem devem ser rompidos. A primeira técnica que possibilitou esse
processo foi a destilacdo, por agua ou vapor, sendo posteriormente desenvolvidos
outros métodos, a fim de aumentar a grande demanda (RAHIMAN et al., 2008).

Na natureza conferem as plantas protecdo contra micro-organismos, insetos e
herbivoros, além de atrair polinizadores (BAKKALI et al., 2007). Também sédo Uteis
ao homem por apresentarem propriedades medicinais, antimicrobianas e repelentes
e pelo emprego industrial, como aromatizante, flavorizante e conservante (RAHIMAN
et al., 2008).

Devido ao grande numero de constituintes presentes nos 6leos essenciais, é
provavel que estes ndo possuam alvos celulares especificos. De fato, analises
realizadas por microscopia eletrbnica revelam que os mesmos alteram os diferentes
compartimentos celulares, como a membrana plasmatica, o citoplasma e o nucleo
(BAKKALI et al., 2007). Os Oleos essenciais e seus componentes apresentam

caracteristica hidrofébica permitindo a sua interagdo com membranas celulares.
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Sendo assim, possuem capacidade de penetrar na célula e interagir com
componentes intracelulares ou, ainda, atuar no rompimento das membranas
celulares. Isto ocasiona a perda da permeabilidade seletividade da célula, levando
ao comprometimento de suas fungbes e, por fim, em eventual morte celular
(CRISTANI et al., 2007).

As propriedades farmacéuticas das plantas aromaticas sdo em parte devidas
aos seus Oleos essenciais. Por esse motivo, esses compostos estdo sendo
pesquisados para a utilizacdo na terapia do cancer, uma vez que estudos
demonstram suas propriedades tanto na quimioterapia quanto na quimioprevencao
(EDRIS, 2007).

2.2.1.1 Cymbopogon citratus (Capim-limao)

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Fig. 4), conhecida popularmente por capim-
lim&o, capim-cidreira e capim-cheiroso, € uma erva nativa do sudoeste do continente
asiatico, pertencente a familia Poaceae. E uma planta perene, ereta, estolonifera e
sua altura varia entre 0,60 m e 3 m. Suas folhas sdo estreitas e longas, aromaticas,
glabras, membranaceas, com bordas cortantes e nervura paralelinérvea (CASTRO;
RAMOS, 2002). Seu oOleo essencial tem como principal constituinte o citral,
composto formado pela mistura dos isbmeros neral e geranial, que pode atingir até
90% da composicao total do 6leo (AKHILA, 2010).

Figura 4 — Espécimes de Cymbopogon citratus. Fonte:
http://gardeningwithwilson.com/2008/02/04/distinguishing-between-lemon-grass-citronella/
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O cha das folhas de C. citratus € amplamente utilizado na medicina popular
devido as suas propriedades terapéuticas. Sua utilizagdo compreende o tratamento
de doencas gastrointestinais, uso como analgésico, antitérmico, antiinflamatério,
antialérgico, entre outros. Além do uso terapéutico, a extracado do 6leo essencial do
capim-limdo é muito utilizada na industria cosmética, alimenticia, farmacéutica e na
perfumaria (NEGRELLE; GOMES, 2007).

Estudos revelam o potencial anticancerigeno de capim-limdo tanto em
experimentos in vivo quanto in vitro. Suaeyun et al. (1997) demonstrou a capacidade
do extrato etandico de capim-limdo na inibicdo de neoplasias coloretais em
camundongos, enquanto Puatanachokchai et al. (2002) elucidou o efeito inibidor da
fase precoce de hepatocarcinogénese em murinos. Quanto aos efeitos in vitro, o
trabalho de Manosroi, Dhumtanom e Manosroi (2006) ilustrou o efeito
antiproliferativo do 6leo essencial nas linhagens celulares de carcinoma bucal (KB) e

leucemia murina (P388).

2.2.1.2  Cymbopogon nardus (citronela)

Cymbopogon nardus (L.) Rendle (Fig. 5), conhecida popularmente por citronela, &
uma planta herbacea, nativa da india e pertencente a familia Poaceae. E perene,
cespitosa, que atinge de 0,80 m a 1,20 m. Suas folhas s&o longas e estreitas, com
margens asperas, curvas e fortemente aromaticas (CASTRO; RAMOS, 2002). Os
constituintes majoritarios de seu 6leo essencial sdo o citronelal e o geraniol, sendo o

primeiro levemente mais abundante (AKHILA, 2010).

Figura 5 — Espécimes de Cymbopogon nardus. Fonte:
http://gardeningwithwilson.com/2008/02/04/distinguishing-between-lemon-grass-citronella/
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O cha de suas folhas é utilizado devido a propriedades calmantes,
carminativas e digestivas (CASTRO et al., 2007; MAHALWAL; ALI, 2003). Enquanto
seu Oleo essencial é tradicionalmente utilizado como repelente contra insetos, além
de também ser utilizado na inddstria alimenticia como aromatizante e na fabricacéo
de perfumes e cosméticos (AKHILA, 2010; CASTRO et al., 2010).

Estudos ilustram as propriedades antimicrobianas (OLIVEIRA et al., 2010),
antifungicas (BILLERBECK et al., 2001) e anticancerigenas (MANOSROI,
DHUMTANOM; MANOSROI, 2006) de citronela, no entanto, h4 escassez de

bibliografia com relagdo ao ultimo efeito.

2.2.2 Citronelal

O composto citronelal € um aldeido monoterpeno, constituinte majoritario dos
Oleos essenciais, entre outros, de Cymbopogon nardus (L.) Rendle, Cymbopogon
winterianus Jowitt € Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S.Johnson; é responsavel
pelo odor semelhante a limao presente nestes 0leos (NHU-TRANG et al, 2006). Sua
extracdo realiza-se tipicamente por destilacdo ou extracdo de solvente, onde é
obtida uma mistura de seus enantidmeros S e R (LENARDAO et al., 2007).

Considerado uma excelente fonte renovavel e de baixo impacto ambiental, o
citronelal é utilizado como material basico em numerosas sinteses organicas de
compostos quimicos (LENARDAO et al., 2007). Além disso, é empregado na sintese
de vitamina A, na fabricacdo de cosméticos e aromatizacdo e acdo desinfetante de
produtos de limpeza (CASTRO et al., 2008; CASTRO et al., 2010).

De forma notavel, Osato (1964), pioneiro no uso de citronelal como
guimioterapico, reporta o tratamento de pacientes no Hospital Central da Prefeitura
de Akita, Akita — Japéo. Além de demonstrar que a administracdo de citronelal ndo
provoca efeitos colaterais, Osato obteve éxito na cura de 12% dos pacientes, com
diferentes carcinomas, tratados conjuntamente com citronelal e citral. Apesar dos

efeitos demonstrados pelo pesquisador, estudos mais recentes sdo escassos.
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2.2.3 Farmacos semi-sintéticos

As caracteristicas estruturais Unicas dos compostos naturais 0s consagram
como ponto de partida para desenvolvimento de farmacos semi-sintéticos e
sintéticos (BUTLER, 2005). Fato ilustrado pelo abundante uso de farmacos
derivados de recursos naturais na terapia de diferentes enfermidades, dentre estas o
cancer (como ilustrado na Fig. 3) (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Diversos fatores farmacolégicos limitam o bom funcionamento dos produtos
alvos, dentre eles, a absor¢cdo inadequada, biodisponibilidade incompleta,
distribuicdo inespecifica e toxicidade. Assim, a obtencdo de compostos naturais
semi-sintéticos visa contornar essas adversidades para otimizacao de seu efeito no
organismo e reducado de efeitos colaterais (CHIN; FERREIRA, 1999). Para tanto, o
método mais utilizado € a modificacdo molecular, onde inicialmente sdo empregadas
adicbes de grupos que conferem diferente grau de hidrofobicidade ou grupos
doadores e/ou aceptores de elétrons (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

A aspirina (acido acetilsalicilico) talvez seja o exemplo mais ilustre de droga
semi-sintética, a qual através da acetilacdo quimica do acido salicilico (extraido da
planta Salix sp.) demonstrou menor efeito toxico (MAHDI et al., 2006). Na
guimioterapia antitumoral ha compostos semi-sintéticos utilizados para diferentes
canceres, tais como, cancer de mama, de ovario, de figado, célon e leucemia
(NEWMAN; CRAGG, 2007; REDDY; ODHAVA; BHOOLAB, 2003).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Oleos essenciais e compostos quimicos

Os 0leos essenciais e os compostos quimicos foram gentilmente cedidos pelo
Prof. Eder Lenardao do Laboratoério de Sintese Organica Limpa (LASOL), do Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os 6leos sdo produtos
comerciais obtidos do Polo Oleoquimico da UNIJUI, enquanto os compostos
guimicos foram produzidos pelo LASOL.

Os Oleos essenciais de capim-limao (C. citratus) e de citronela (C. nardus) foram
diluidos em etanol absoluto (Merck). Diluicdes logaritmicas base dois, foram feitas a
partir do 6leo puro e expressos em valores de porcentagem total de 6leo. A analise
cromatografica realizada pela Central Analitica do Polo Oleoquimico (UNIJUI),
demonstrou que o Oleo de citronela apresentou como principais constituintes o
citronelal (50,07%), geraniol (13,87%) e citronelol (7,93%).

O composto (R)-citronelal (Fig. 6) foi obtido através de destilacdo, e posterior
purificacdo, do 6leo essencial de citronela. Através do processo de aminacdo
redutiva, o composto sofreu modificacdes estruturais (conforme JACOB et al., 2009),
sendo denominado C37A (Fig. 7).
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Figura 6 — R-citronelal Figura 7 — C37A

A massa dos quimicos foi aferida em balanca de precisdo e a seguir, esses
foram diluidos em etanol absoluto (Merck). As diluicées foram feitas do mesmo modo

que as dos 6leos essenciais e os valores foram expressos em mM.

3.2 Cultivo celular

A linhagem celular de cancer de mama humano, MCF-7 (ATCC HTB-22), e a
linhagem de tecido epitelial de rim de macaco-verde (Cercopithecus aethiops), Vero
(ATCC CRL-1586), foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Imunologia
Aplicada do Centro de Desenvolvimento Tecnologico/Nucleo de Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas.

As células foram mantidas em meio de cultivo celular Minimum Essential
Medium (MEM) (Gibco, Invitrogen), contendo 1% de soluc&o antibiética-antimicotica
(Sigma), acrescido de 10% de soro bovino fetal (SFB) (Cultilab). Sendo mantidas em
estufa umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO..

Apos atingirem subconfluéncia, ou seja, ocuparem cerca de 80% do frasco de

cultivo, as células foram subcultivadas com auxilio da enzima tripsina.

3.3 Ensaio de citotoxicidade

As células foram subcultivadas em microplacas de cultivo de 96 cavidades
(TPP) & densidade de 1,5.10* células/0,1mL/cavidade. Ap6s incubacdo por 24h, em
estufa de cultivo celular, o meio foi substituido por meio com 1,5% SFB contendo
diluicbes dos produtos em etanol. O efeito citotdéxico foi avaliado por incubacéo de
24h.

Cavidades da mesma placa foram destinadas a controles, onde as células

eram expostas a condi¢cdes normais e ao excipiente do produto (etanol). Para evitar
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interferéncias causadas pela volatilidade dos produtos, as cavidades das placas

foram cobertas com papel-filme.

3.3.1 Coloragéao por Cristal Violeta

3.3.1.1  Principio

O ensaio de coloracado por cristal violeta € um método colorimétrico que se
baseia na quantificacdo celular pela afinidade do corante em se associar a
estruturas nucleares. Dessa forma, as células viaveis unem-se ao corante e apos
sua solubilizacdo, a medida da densidade o6ptica do produto corado extraido
corresponde a quantidade das mesmas (VANDERSICKEL et al., 2010).

Esse método tem sido utilizado para a quantificacdo da viabilidade celular em
diversos testes, sendo mais comumente aplicado para a determinacdao do efeito
citotoxico de produtos quimicos, farmacos e toxinas originarias de patdgenos
(CASTRO-GARZA et al., 2007).

3.3.1.2 Método

Baseado no protocolo previamente descrito por Sanford et al. (1951), as
cavidades foram lavadas com phosphate buffered saline (PBS) e a placa incubada
por 10 min em temperatura ambiente com PBS a 5% de formaldeido, para a fixacao
das células. Apdés nova lavagem com PBS, acrescentou-se a solucédo de cristal
violeta 0,05%. Passado o periodo de 10 min de incubacéo, a solucdo é removida e
adicionada a solucao de 1% de SDS para solubilizar o corante. A placa foi mantida
em agitacdo até a obtencdo de uma coloracdo uniforme (cerca de 10 min.), e a
leitura da absorbancia realizada em espectofotometro (TERMOPLATE-TPreader) a
570 nm.



30

3.4  Calculo dos parametros de citotoxicidade

A medida da viabilidade celular apés a exposicao a diferentes concentracdes

de 6leos foi realizada por:

%Viabilidade celular = densidade 6ptica de células tratadas x 100
densidade éptica do controle celular

Valores de ICsp (concentragdo inibitéria 50%) foram calculados através das
curvas de viabilidade celulares, por regressdo nao-linear utlizando o programa

estatistico GraphPad Prism 5.

3.5 indice de seletividade (IS)

Através desse indice, é analisada a capacidade de um composto em
apresentar seletividade entre células tumorais e ndo tumorais, para assim verificar
seu potencial na terapia antitumoral. Para isto, realiza-se a divisdo entre os valores

de ICs estabelecidos para cada composto nas linhagens tumorais e ndo tumorais.

IS = 1Cgq célula ndo tumoral
IC5o célula tumoral

Caso o valor resultante da operacdo de divisdo seja > 2, o composto €&
considerado seletivo, uma vez que as células tumorais apresentam maior
sensibilidade ao mesmo (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).

3.6  Andlise Estatistica
Foram realizados quatro ensaios independentes, sendo cada um em triplicata.

A analise estatistica dos resultados foi feita por andlise de variancia (ANOVA) e

Teste-T. P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1  Preparo dos 6leos e compostos

Os oOleos e compostos quimicos, diluiram-se em etanol absoluto,

possibilitando sua aplicacéo de forma solubilizada no meio de cultivo celular.

4.2 Viabilidade celular

A densidade celular de 1,5.10" células/0,1mL/cavidade demonstrou
crescimento celular adequado para ambas linhagens celulares, ndo havendo
crescimento excessivo nas cavidades da microplaca. Esse fato proporcionou a
avaliacdo das diferentes absorbancias obtidas no teste.

O método de deteccdo de viabilidade celular utilizado no presente trabalho
demonstrou eficacia na analise, por ser possivel quantificar as diferencas entre as
concentracfes empregadas. Além disso, revelou-se uma técnica de baixo custo e

facil execucéo.

4.2.1 Citotoxicidade dos 6leos essenciais as células MCF-7 e Vero

A avaliacdo da citotoxicidade mediada pelos 6leos essenciais de capim-limao
e de citronela demonstrou que ambos acarretaram em diminuicdo da viabilidade
celular quando comparados ao controle. No entando, houve variacbes no efeito

citotoxico entre as linhagens celulares.
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Por 6leos essenciais apresentarem natureza volatel, foi necessario utilizar um
metodo para minimizar seus efeitos sobre as outras cavidades da mesma placa.
Para tanto, o uso de filme de PVC sobre as cavidades demonstrou grande efic4cia,
uma vez que foi possivel seu isolamento, visto que, o ndo isolamento dessas gera
resultados falsos, ja que as cavidades com maiores concentracdes alteram as
cavidades com menores concentragdes, bem como os controles.

Na Fig. 8 é possivel observar a viabilidade celular das células MCF-7 e Vero
guando em contato por 24h com os 6leos de capim-liméo e de citronela.

Os dois Oleos testados apresentaram efeito dose-dependente na célula MCF-
7, exceto as maiores concentracdes do 6leo de capim-limdo, 5.10%% e 10.107%,
gue resultaram em diminuicdo do efeito citotoxico. A concentracdo minima que
ocasionou a inibicdo de 100% das células ocorreu em 2,5.10% para ambos o0s
oOleos.

Nas células ndo tumorais, Vero, também ocorreu efeito dose-dependente para
os dois oOleos. No entanto, a resposta ao aumento da dose ndo ocorreu do mesmo
modo quando as concentracfes foram dobradas. A concentracdo minima a causar
letalidade de todas as células foi de 1,25.10“% para o 6leo de capim-limdo e de
2,5.10% para o 6leo de citronela.

As cavidades destinadas aos controles apresentaram crescimento dentro do
esperado, sendo que o excipiente do produto ndo apresentou alteracdes

significativas na viabilidade celular.
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Figura 8 — Viabilidade celular das células MCF-7 e Vero aos 6leos essenciais de capim-limao e de
citronela. Valores obtidos das médias de quatro experimentos independentes (+/- E.P.M). A: Capim-
lim&o. B: Citronela. O teste estatistico ANOVA demonstrou que a diferenca entre as células nos dois
Oleos, € significativa (P< 0,05). * P <0,05.

4.2.2 Citotoxicidade dos compostos quimicos as células MCF-7 e Vero

A analise da citotoxicidade causada pelos compostos quimicos as duas
linhagens celulares utilizadas neste trabalho revelou que a modificacdo da estrutura

guimica de citronelal acarretou em grande queda da viabilidade celular.
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Por ambos compostos serem originarios de 6leo essencial, optou-se também
por isolar as cavidades com filme de PVC, o que contribuiu para a analise da
citotoxicidade mediada pelas diferentes concentracoes.

Uma vez que a estrutura molecular desses compostos € conhecida, foi
possivel a determinacdo de suas concentracfes pela massa molar. O que nao foi
possivel com os 6leos essenciais, jA que estes se constituem de uma mistura de
diferentes componentes com diferentes estruturas moleculares.

A viabilidade celular das células MCF-7 e Vero quando em contato com o
citronelal e seu analogo modificado, pelo periodo de 24h, estd demonstrada na Fig.
9.

O efeito dos dois compostos quimicos na célula MCF-7 ocorreu de forma
proporcional a dose aplicada. No entanto, o padréo de resposta ao aumento da dose
nao ocorreu da mesma maneira quando as concentracdes foram dobradas, havendo
maior citotoxicidade em certas concentracfes do que em outras. A concentracdo
minima que acarreta em 100% de letalidade celular foi de 400mM para citronelal e
de 25mM para C37A.

A célula Vero quando exposta ao composto citronelal teve pouca queda de
viabilidade, tendo efeito linear. O composto, inclusive, induziu a proliferacdo celular
nas concentracdes de 3mM, 12,5mM e 25mM. J& o composto C37A acarretou em
maior efeito citotoxico a célula Vero, apresentando efeito dose-resposta. As
concentracfes minimas a ocasionar letalidade de todas as células foi de 400mM

para citronelal e de 100mM para C37A.
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Figura 9 — Viabilidade celular das células MCF-7 e Vero aos compostos citronelal e C37A. Valores
obtidos das médias de quatro experimentos independentes (+/- E.P.M). A: Citronelal. B: C37A. O teste
estatistico ANOVA demonstrou que a diferenca entre as células nos dois compostos, é significativa
(P< 0,05). * P <0,05.
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4.3  Concentracéo inibitoria 50%

O célculo da concentracdo inibitéria de 50% da populagdo celular (ICsp)
constitui uma importante ferramenta para a comparacdo do efeito de diferentes
drogas em diferentes linhagens celulares, para que assim seja possivel estimar a
seletividade dos farmacos.

O Oleo de citronela demonstrou maior ICsg, consequentemente menor
citotoxicidade nas células Vero, quando comparado com as células MCF-7, enquanto
0 Oleo de capim-limao teve pequena queda na ICsp nessa mesma linhagem celular.
O oleo de capim-limdo demonstrou maior efeito citotoxico que o de citronela, para
ambas as linhagens celulares. Os resultados sé@o apresentados em detalhes na Fig.
10.

Quanto aos compostos quimicos, houve maior ICso para ambos nas células
Vero, no entanto a diferenca entre as linhagens € mais evidenciada para o citronelal.
Observa-se também, que o composto modificado, C37A, foi consideravelmente mais
citotoxico para ambas as linhagens em comparacdo com 0 composto original,

citronelal. Na Fig. 11 podem-se visualizar os resultados.
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Figura 10 — Concentracdo inibitéria de 50% da populacgéo celular (ICso) +/- Erro Percentual. MCF-7 -
Capim-limao: 0,28.10%; Citronela: 0,46.10"%. Vero — Capim-limao: 0,25.10%; Citronela:
0,74.107%.
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Figura 11 — Concentracao inibitoria de 50% da populacdo celular (ICs) +/- Erro Percentual. MCF-7 -
Citronelal: 91 mM; C37A: 8,2 mM. Vero - Citronelal: 234,6 mM; C37A: 13 mM.

4.4 Indice de seletividade

Na tabela 1, observa-se o indice de seletividade (IS) para os 6leos essenciais
e para 0S compostos quimicos.

Tabela 1 — indice de seletividade (IS) dos 6leos e compostos quimicos entre a linhagem de cancer de
mama, MCF-7, e a linhagem néo tumoral, Vero.

Produtos indice de seletividade
Capim-limao 0,9
Citronela 1,6
Citronelal 2,8
C37A 1,7

O indice de seletividade € considerado significativo para os produtos que
atingem a razdo de > 2 (SUFFNESS; PERUZZO, 1991).



5 DiscussAo

Avaliou-se a atividade de quatro produtos, sendo dois 6leos essenciais brutos,
um derivado do 6leo de citronela e o ultimo uma modificacdo do anterior, perante
uma linhagem celular de cancer de mama e outra linhagem n&o tumoral. Todos
apresentaram alguma atividade citotéxica quando comparado ao grupo controle,
porém essa atividade variou conforme o produto e a linhagem celular.

O Oleo de capim-limdo mostrou-se mais toxico para as duas linhagens
celulares que o de citronela. Sendo assim, o 6leo de citronela necessita de quase 0
dobro da quantidade que o de capim-limao para promover a inibicdo de metade da
populacdo celular de MCF-7, enquanto para as ceélulas Vero necessita uma
guantidade de trés vezes maior. No entanto, o 0leo de citronela (IS= 1,6) apresenta
maior seletividade que o de capim-limdo (IS = 0,9), porém nédo atinge valor
significativo.

Segundo Chaouki et al. (2009), o principal componente do 6leo essencial de
capim-limao, citral, causou inibicdo do crescimento celular das células MCF-7 com
apoptose e parada do ciclo celular, o que corrobora com os resultados obtidos no
presente trabalho. No estudo de Koba et al. (2009), a citotoxicidade dos 6leos
essenciais de capim-limao e de citronela foi avaliada na linhagem nao tumoral de
gueratinécito humano, HaCat, onde concluiram que ambos 6leos em concentracdes
inferiores a 2,5% ndao induziram nenhuma alteracdo nessas células, sugerindo que
as linhagens MCF-7 e Vero sdo consideravelmente mais suscetiveis a acdo dos
mesmos. Também no mesmo estudo, 0s autores observaram que o 6leo de capim-
limdo obteve maior efeito citotdxico que o de citronela, indo de acordo com os

resultados do nosso trabalho.
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Para Manosroi, Dhumtanoma e Manosroi (2006), os 6leos de capim-liméo e
citronela apresentaram efeito distinto entre as duas linhagens tumorais testadas,
pelo fato de em uma linhagem um dos éleos ter maior efeito citotdxico e vice-versa.
No entanto, a linhagem que apresentou efeito contrario ao obtido em nosso trabalho,
cresce em suspensdo e nao em aderéncia como a MCF-7 e a Vero, o que pode ter
contribuido para a diferenca. A linhagem que cresce em aderéncia, KB, de
carcinoma de boca humano, apresentou efeito semelhante ao obtido neste trabalho.

Estudo de Dudai et al. (2005), demonstrou que o 6leo essencial de capim-
limdo apresentou maior citotoxicidade que o composto citronelal em linhagens
celulares de leucemia. Infelizmente, como ndo ha informacdo das concentracfes
utilizadas, torna-se inviavel a comparacdo com os resultados obtidos no presente
trabalho.

A modificacdo estrutural de citronelal promoveu maior atividade citotoxica ja
gue, para promover a mesma inibicdo causada pelo composto original, foi
necessaria uma concentracéo cerca de 14 vezes mais elevada em MCF-7 e de 23
vezes em Vero. Porém, apesar de sua atividade citotoxica ter sido elevada, sua
seletividade foi consideravelmente reduzida, uma vez que, enquanto no composto
original as células tumorais eram inibidas com uma concentracao trés vezes menor
(IS= 2,8), essa razéo foi inferior a dois para o composto modificado (IS= 1,7). No
entanto, € importante salientar que o composto C37A € um produto inédito que
demonstrou importante efeito citotoxico.

Contrariamente ao presente trabalho, Mesa-Arango et al. (2009) demonstrou
gue o composto R-citronelal ndo apresentou seletividade, uma vez que acarretou
maior efeito citotéxico nas células Vero quando comparado com a linhagem de
cancer cervical humano, Hela.

Surpreendentemente, quando as células de cancer de mama entraram em
contato com o o6leo de capim-limdo mais concentrado, seu efeito citotoxico foi
reduzido. O mesmo ocorreu com a maior concentracdo de C37A, no entanto em
menor intensidade. Este fato presume que as células tumorais séo inibidas em certa
faixa de concentracdo, o que sugere, contrariamente ao pensado, que nem sempre

a maior concentracao sera aquela a causar maior efeito citotoxico.
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Acredita-se que os produtos (capim-limdo e C37A) mais concentrados néo
apresentaram suficiente carater hidrofobico, inviabilizando sua entrada na membrana
celular. Outra proposicdo € a de que teria ocorrido a acumulacdo de moléculas de
oleo, dificultando a penetracdo na célula. No entanto, o motivo desse fendmeno néo
esta esclarecido, restando apenas teorias que devem ser esclarecidas com estudos
mais detalhados, utilizando outras técnicas de analise e até outras linhagens
celulares.

Nas plantas, os homens encontram, desde a antiguidade, uma fonte de
terapia natural de facil acesso, utilizando-as para o tratamento de diversas
enfermidades. No entanto, contrariando a ideia de que o natural € sempre 0 mais
indicado por apresentar pouco ou quase nenhum efeito colateral, cada vez mais s&o
encontrados produtos com efeitos indesejaveis aqueles que buscam cura de sua
enfermidade. Por esse motivo, os derivados naturais necessitam de estudos
aprofundados, e como demonstrado nesse trabalho os 6leos e compostos quimicos
ditos como farmacos naturais, podem, muitas vezes, acarretar em efeito
inespecifico, atingindo células normais e ocasionando fatores indesejaveis
(neutropenia, ulceracdes orais, diarréia, perda de cabelo, e dano ao nervo e ao rim
(WHO, 2008)) para o paciente. Sendo assim, estudos devem ser continuados para a
melhor avaliagcdo do efeito causado pelos 0Oleos essenciais e compostos utilizados

neste trabalho, viabilizando sua utilizacdo como possiveis farmacos antitumorais.



6 CONCLUSOES

e Os quatro produtos testados apresentaram efeito citotoxico em ambas as
linhagens celulares;

e A modificagdo do citronelal aumentou sua atividade citotoxica, mas diminuiu
sua seletividade;

e Dentre 0s quatro produtos analisados, o Unico a apresentar seletividade

significativa foi o citronelal original;
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