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1 INTRODUCAO

O cancer € uma doenca de origem genética, causada por alteracdes
estruturais e/ou funcionais de genes responséaveis pela regulagdo do crescimento e
diferenciacdo celular. Essas alteracbes podem ser herdadas ou surgir como
consequéncia da exposicdo a fatores de risco, como carcinOgenos e agentes
infecciosos (ROCHA; FERREIRA, 2004). O cancer de mama constitui atualmente o
tipo de cancer mais comum entre as mulheres e o segundo com maior freqiiéncia no
mundo. Cerca de 20% dos novos casos de cancer em mulheres ao ano, sdo de
cancer de mama. Estima-se, para o ano de 2010 cerca de 49.240 novos casos para
o0 pais (Instituto Nacional de Cancer, 2009).

A maioria dos sistemas de quimioterapia faz uso de drogas citotéxicas de
natureza ndo discriminatéria, o que causa danos colaterais as células normais.
Sendo assim, pesquisadores tém estudado o uso de derivados de plantas no
tratamento do cancer, buscando efeitos terapéuticos e maior especificidade (EDRIS,
2007). Diversos extratos de plantas ja sdo empregados com sucesso no tratamento
do cancer, inclusive no de mama (DA ROCHA et al.,, 2001). O o6leo essencial de
capim-limao (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), e o composto citral, seu principal
constituinte, tem demonstrado importantes caracteristicas antitumorais, ja o0 emprego
do oleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle) ainda ndo possui
atividade amplamente conhecida (DUDAI et al., 2005; NEGRELLE; GOMES, 2007;
RABBANI; DEVI; SHIVANANDA, 2004).

Neste trabalho avaliamos o efeito citotoxico dos Oleos essenciais de
capim-limao e de citronela, perante a linhagem celular de cancer de mama MCF-7.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Oleos essenciais

Os 0leos essenciais de capim-liméo (C. citratus) e de citronela (C. nardus)
(Pé6lo Oleoquimico de Trés Passos, RS) foram diluidos em etanol absoluto (Merck).
DiluicBes, de logaritmo base dois, foram feitas a partir do 6leo puro e expressos em
valores de porcentagem total de Oleo.

Cultivo celular

A linhagem celular de cancer de mama humano, MCF-7 (ATCC HTB-22),

foi gentiimente cedida pelo Laboratério de Imunologia Aplicada do Centro de
Desenvolvimento Tecnologico/Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas.
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As células foram mantidas em meio de cultivo celular Minimum Essential
Medium (MEM) (Gibco, Invitrogen), contendo 1% de solucdo antibiética-antimicoética
(Sigma), acrescido de 10% de soro bovino fetal (SFB) (Cultilab). Sendo mantidas em
estufa umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO,.

ApoOs atingirem subconfluéncia, ou seja, ocuparem cerca de 80% do
frasco de cultivo, as células foram subcultivadas com auxilio da enzima tripsina.

Ensaio de citotoxicidade

As células foram subcultivadas em microplacas de cultivo de 96
cavidades (TPP) & densidade de 1,5.10* células/O,1mL/cavidade. Ap6s incubacéo
por 24h, em estufa de cultivo celular, o meio foi removido e adicionado meio com
1,5% SFB contendo diluicbes dos compostos em etanol. O efeito citotoxico 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
interferéncias causadas pela volatilidade dos produtos, as cavidades das placas
foram cobertas com papel-filme.

Coloragéao por Cristal Violeta

Baseado no protocolo de Sanford et al. (1951), as cavidades foram
lavadas com phosphate buffered saline (PBS) e a placa incubada por 10min em
temperatura ambiente com PBS a 5% de formaldeido, para a fixagdo das células.
Apoés nova lavagem com PBS, acrescentou-se a solucdo de cristal violeta 0,05%.
Passado o periodo de 10min de incubagédo, a solugéo foi removida e adicionada a
solucéo de 1% de SDS para solubilizar o corante. A placa foi mantida em agitacéo
até a obtengéo de uma coloragéo uniforme, e a leitura da absorbancia foi realizada
em espectofotdmetro (TERMOPLATE-TPreader) a 570 nm.

Andlise Estatistica

Foram realizados quatro ensaios independentes, sendo cada um em
triplicata. Valores de 1Cs (concentracao inibitoria 50%) foram calculados pela funcéo
logistica paramétrica. A andlise estatistica dos resultados foi feita por analise de
variancia (ANOVA) e Teste-T. O p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A faixa de densidade celular de 1-2.10* células/0,1mL/cavidade
demonstrou crescimento celular adequado, ndo havendo crescimento excessivo nas
cavidades da microplaca, o que proporcionou avaliacdo das diferentes absorbancias
obtidas no teste.

A viabilidade celular da célula MCF-7 quando em contato por 24h com os
Oleos de capim-liméo e de citronela estd demonstrada na Fig. 1. O excipiente do
produto ndo apresentou alteracdes significativas.
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Figura 1 — Viabilidade celular da célula MCF-7 aos 6leos essenciais de capim-limao e de citronela.
Valores constituidos das médias de 4 experimentos independentes (+/- E.P.M). O teste estatistico
ANOVA demonstrou que os graficos sao significativos (P< 0,0001). * P<0,05; ** P nado significativo
(Teste-T).

O O6leo de capim-limdo mostrou-se mais téxico as células que o de
citronela, uma vez que apresentou ICsq de 0,15.10“% enquanto o outro, apresentou
ICs0 0,46.10™%. Sendo assim, o 6leo de citronela necessita de uma quantidade trés
vezes maior que o de capim-limdo para promover a inibicdo de metade da
populacdo celular. A inibicdo de 100% da populacdo celular ocorre na mesma
concentracdo para os dois 6leos (2,5.10%), como visualizado na Fig. 1.

Surpreendentemente, quando as células entraram em contato com o 6leo
de capim-limdo mais concentrado, seu efeito citotoxico foi reduzido. Este fato ainda
requer estudos mais detalhados, com utilizacdo de outras técnicas e linhagens
celulares. A principio acredita-se que o 6leo apresenta melhor efeito citotoxico na
concentracdo de 0,625.10” a 5.10"%. Em maiores concentracdes talvez ocorra
acumulo das moléculas de 6leo, inviabilizando a penetracdo nas células.

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 colabora com os resultados obtidos
no presente trabalho. No estudo de Koba et al. (2009), a citotoxicidade dos 6leos
essenciais de capim-liméao e de citronela foi avaliada na linhagem n&o tumoral de
queratinécito humano, HaCat, e concluiu-se que ambos 6leos em concentracfes
inferiores a 2,5% né&o induziram nenhuma alteracdo nessas células, levando a crer
que a linhagem MCF-7 € bem mais suscetivel a acdo dos mesmos.

4 CONCLUSOES

Tanto o Oleo essencial de capim-limdo quanto o de citronela
apresentaram efeito citotoxico na célula de cancer de mama, MCF-7. Estudos mais
aprofundados serdo realizados a fim de entender o mecanismo de acao desses
Oleos e ainda, demonstrar a citotoxicidade em outras células tumorais e néo
tumorais.
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