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Resumo

O 6leo essencial de capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) (OECL) e alguns de seus
componentes t€m sido descritos como potentes agentes anticarcinogénicos, antimutagénicos e
antioxidantes. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos do
OECL sobre células humanas de melanoma (SK-MEL 147) e queratinécitos (HaCaT) in vitro.
Utilizando o teste de capacidade antioxidante total observamos que o OECL 1ul/ml apresentou
atividade antioxidante eficiente. Todas as concentragdes testadas (0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1 ul de
extrato por ml de meio de cultura) apresentaram redugdo na viabilidade e da proliferagdo para as
células SK-MEL 147 (24h de tratamento), com inducdo de apoptose, necrose e autofagia, de
acordo com a concentragdo testada. Para as células HaCaT, o OECL ndo apresentou atividade
citotoxica ou antiproliferativa. Nossos resultados demonstram que o OECL pode ser uma fonte
de produtos com atividade quimiopreventiva sobre o melanoma humano. Contudo, novas
pesquisas devem ser realizadas para esclarecimento dos mecanismos e substincias responsédveis
pelos efeitos observados.

Palavras-chave: dleo essencial, capim-limao, in vitro, melanoma.
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Abstract

The essential oil of lemongrass (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) (OECL) and some of its
components have been described as potent anticarcinogenic, antimutagenic, and antioxidant
agents. Thus, the present study investigated the effects of OECL on human melanoma cells ( SK
-MEL 147 ) and keratinocytes ( HaCaT ) in vitro. Total antioxidant capacity test revelede that
OECL 1ul/ml has an efficient antioxidant activity. All tested concentrations (0.05 , 0.1, 0.25, 0.5
and 1 ul of extract per ml of culture medium) decreased the viability and proliferation of SK-
MEL 147 cells (24 h of treatment) with induction of apoptosis, necrosis and autophagy,
according to tested concentrations. For HaCaT cells, OECL showed no cytotoxic or
antiproliferative activity. Our results demonstrated that OECL can be a source of products with
chemopreventive activity against human melanoma. However, further research should be
conducted to elucidate the mechanisms and substances involved in observed effects.

Keywords: essential oil, lemongrass, in vitro, melanoma.

INTRODUCAO

O capim-limao, Cymbopogon citratus (DC) Stapf, também conhecido por erva-
cidreira, capim-cidreira ou lemongrass, € uma planta quase acaule, com folhas longas,
estreitas e aromadticas, pertencente a familia Poaceae (Gramineae). Esta planta €
origindria da Asia e é muito cultivada em pafses tropicais. No Brasil, seus chds e
extratos sao utilizados na medicina popular como digestivos, antitussigenos, antigripais,
analgésicos, antitérmicos, anti-inflamatérios das vias urindrias, diuréticos,
antiespasmadicos, antialérgicos, entre outros'”. Além disso, o capim-limao também ¢é
utilizado na aromatizagdo de alimentos e na inddstria de perfumes e cosméticos'®.

O citral é o principio ativo predominante no 6leo essencial de capim-limao
(OECL), podendo representar de 65 a 85% dos compostos presentes(3'4). Trata-se de
uma mistura de isdmeros geranial (isdmero trans, a-citral) e neral (isdbmero cis, B-citral).
Além do citral, o 6leo essencial desta planta possui boas quantidades de B-mirceno e
geraniol®®, além de apresentar isoorientina, isoscoparina, sweriajaponina, isoorientina
2-O-ramnosideo, orientina, dcido clorogénico, dcido caféico'”.

Em diversos sistemas in vitro e in vivo, extratos de capim-limdao ou seus
compostos especificos (ex. citral, B-mirceno e geraniol) tém apresentado atividade
antimutagénica, antioxidante e anticarcinogénica® - *1%.

O melanoma maligno cutaneo (MMC) € um tipo agressivo de neoplasia da pele,
cuja incidéncia tem aumentado desde a década de 1970. No Brasil o melanoma
corresponde a 4% dos canceres que acometem a pele, segundo dados do Instituto
Nacional do Cancer (INCA). A letalidade do melanoma € elevada, porém sua incidéncia
¢ baixa (2.960 casos novos em homens e 2.930 em mulheres). As maiores taxas
estimadas em homens e mulheres encontram-se na regido Sul'®. De um modo geral, o
surgimento do melanoma € multifatorial e envolve fatores genéticos e ambientais.
Dentre os fatores genéticos incluem-se o fenétipo da pele e mutacdes em genes que
favorecem o surgimento de nevos melanociticos''’®. Do ponto de vista ambiental, a
exposi¢do aguda a radiacdo ultravioleta (UV) na infancia e/ou adolescéncia, tem sido
apontados como importantes fatores de risco 1),

A radiacdo UV tem forte relacdio com o processo de carcinogénese na pele.
Dentre os diversos fatores que contribuem para esta associacdo, os mais importantes sao
a indugdo de processo inflamatdrio, imunossupressao e lesdes no genoma das células
epiteliais. As lesdes de DNA induzidas pela radiagdao UV sdo resultantes da formacao de
fotoprodutos diméricos (irradiagdo UVB) e também pela geracao de estresse oxidativo
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(irradiacio UVA e UVB)®*?". Como o estresse oxidativo tem forte envolvimento no
desenvolvimento de neoplasias cutineas®”, o uso de antioxidantes tem sido proposto
como forma de quimioprevenc¢do dos canceres de pele, sendo que os de origem natural
s30 0s mais promissores por também apresentarem atividade antineopldsica e
antimutagénica, com baixa toxicidade'®.

Compreende-se por quimiopreveng¢do do cancer, a prevencdo, inibi¢do ou
reversdao do cancer através do uso de substancias naturais ou sintéticas, que podem atuar
tanto no estdgio de iniciacdo do cAncer, quanto nos estdgios de promocdo/progressdo™"
») A quimioprevencdo do melanoma também tem sido discutida nas tltimas décadas e
alguns compostos ja demonstraram efeitos promissores como os bloqueadores solares,
redutores de gordura corporal, antiinflamatérios ndo esteroidais, imunomoduladores,
retindides, difluorometilornitina e T4 endonuclease V@,

Dentro deste contexto, o OECL deve ser avaliado como possivel fonte de
compostos para a quimioprevengdo e/ou tratamento do melanoma, por este motivo o
presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro os efeitos antiproliferativos e/ou
citotoxicos do OECL sobre células humanas de melanoma (SK-MEL 147), comparando
os resultados com queratindcitos normais humanos (HaCaT).

MATERIAIS E METODOS

Obtengdo do OECL

O o6leo essencial de capim-limdo, Cymbopogon citratus (DC) Stapf, foi
gentilmente fornecido pela empresa By Samia Aromaterapia (10 ml). O extrato foi
obtido por método de arraste a vapor, durante o qual 75 kg de planta fresca forneceram
aproximadamente 1,4 L de oleo essencial (densidade 0,73). Os resultados da
cromatografia gasosa foram fornecidos pela empresa e foram realizados pela
Universidade de Caxias do Sul. Foi utilizado um Cromatégrafo a gas HP 6890 (coluna
HP-Innowax) e as amostras foram diluidas em hexano na proporcao de 1:10 para a
determinagdo da composi¢ao quimica percentual. O 6leo essencial utilizado na presente
pesquisa apresentou a seguinte composi¢do: neral (29,05%), geranial (42,03%) e
mirceno (18,63%). A concentragdo de citral foi estimada pela soma aritmética da
porcentagem de neral e geranial, obtendo-se assim 71,08%.

Para a utilizacdo do OECL na cultura de células de melanoma humano (SK-
MEL 147) in vitro, foi preparada uma emulsdao 10%. Como agente de emulsificacio foi
utilizado Tween 80 (2%) e Pro-Lipo® Duo (Biotec) (quantidade suficiente para
obtencdo da emulsdo). Foram utilizadas as concentragdes 0,5; 1; 2,5; 5 e 10ul de
emulsdo por ml de meio de cultura (equivalentes a 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1ul de
extrato/ml).

Cultura de células

As células de melanoma humano SK-MEL 147 foram semeadas 5x10°*
células/poco em placa com 24 pocos em meio minimo essencial de Eagle modificado
por Dulbecco’s (DMEM, Gibco®), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF,
Gibco®), mantidas em estufa de 5% de CO, umidificada a 37°C, por 24 horas para
aderéncia nos pocos e posteriormente receberam os tratamentos com OECL  Também
foram utilizados queratindcitos humanos normais HaCaT, as células foram cultivadas
em meio RPMI (Gibco®) suplementados com 5% SBF, e mantidas nas mesmas
condi¢Oes que a SK-MEL 147. Como controle de citotoxidade utilizamos o peréxido de
hidrogénio (H,O;) (F.MAIA) na concentracdo final de 100uM em meio de cultura.
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Como controle negativo utilizamos uma mistura de Tween 80 (2%) e Pro-Lipo® Duo
(Biotec) em concentragdo final inferior a 1% em cultura.

Determinagao da capacidade antioxidante total (TRAP) por quimiluminescéncia

Para determinar a capacidade antioxidante total (TRAP), a técnica utilizada foi a
descrita por Ghiselli et al. (1995)(27), onde os niveis de antioxidantes totais sio
mensurados, principalmente antioxidantes de baixa massa molecular. Neste método, o
2,2’-azo-bis (ABAP), um sistema gerador de radical alcooxil por decomposicao térmica,
produz fétons que sdo amplificados pelo luminol e medidos em um luminémetro
Glomax (Turner Designs TD 20/20). A adicdo de antioxidantes inibe a emissdo por
tempo determinado, portanto utilizou-se um padrdo antioxidante, o Trolox (anédlogo
hidrossolivel da vitamina E).

O ¢leo essencial foi analisado de forma qualitativa na concentragdo final de
1ul/ml e os resultados foram expressos em URL (Unidade Relativa de Luz). Todas as
leituras foram realizadas em triplicata.

Curva de proliferagdo e cdlculo de “doubling time”

Ap6s o tempo de tratamento com o OECL, as células foram tripsinizadas com
150 pl de tripsina 0,25% e suspendidas com mais 150 pl de meio de cultura completo.
Foram realizadas coletas nos tempos 24, 48, 72 e 96 horas para calculo do “doubling
time” (tempo necessério para dobrar a populagcdo de células em cultura). Uma aliquota
de 20 ul da suspensao celular foi misturada com 20 pl de azul de tripan 0,05% e levada
para leitura em camera de Neubauer. Foram analisados os quatro quadrantes exteriores
da camera em microscépio de luz no aumento de 100x. Para a andlise da concentragao
de células foi utilizada a contagem do ndmero total das mesmas nos quatro quadrantes,
multiplicando pelo fator de diluicdo 2. Para a andlise de viabilidade foram avaliadas 300
células por tratamento, considerando invidveis as células com infiltracdo do azul de
tripan. Para o cdlculo do “doubling time” os resultados obtidos nos diversos tempos de
coleta foram aplicados na férmula do site “Doubling time online calculator”
(http://www.doubling-time.com/compute.php).

Teste de reducdao do MTT

O Ensaio do MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio)
(Invitrogen) segundo Mosmann ( 1983)(28), consiste na capacidade das enzimas
mitocondriais reduzir o MTT (um sal de coloracdo amarela) em um sal de coloracdo
purpura o formazan. Apds o tratamento de 24 horas, as células foram expostas ao MTT,
os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO e as placas foram lidas em
espectrofotometro (Uniscience) a 540 nm. O ensaio foi realizado em trés replicatas e
trés experimentos independentes. A porcentagem de sobrevivéncia celular foi calculada
através da formula (Absorbancia tratado — Absorbéncia branco/ Absorbancia Controle —
Absorbancia Branco) x 100.

Dosagem de lactato desidrogenase (LDH)

Este sistema € baseado na capacidade da LDH converter lactato em piruvato e
NADH, utilizando como revelador o alumen ferroso, que ao reagir com a 1,10-
fenantrolina, forma um complexo colorido que pode ser lido em espectrofotdmetro a
510 nm. Para o teste foi utilizado o kit comercial Desidrogenase Lactica (Doles®), a
dosagem de lactato desidrogenase foi realizada no meio de cultivo apés 24 horas de
tratamento.
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Avaliagdo do padrao de morte celular e autofagia

A identificac@o das células com padrao apoptético ou necrético de morte celular
foi feita por andlise microscépica apds coloragdo com alaranjado de acridina/brometo de
etidio adaptado de Tsuboy er al. (2010)*. As células foram tratadas por 24 horas em
pocos contendo laminulas de vidro. Apds esse periodo as laminulas foram fixadas com
tampdo Carnoy (Metanol: Acido acético, 3:1) por 5 minutos. Posteriormente a laminula
foi mergulhada rapidamente em concentragdes decrescentes de etanol (95% a 25%),
seguida de lavagem com tampao Mcllvaine (Solu¢do de acido citrico 0,1 M + Solu¢ao
de Fosfato dissédico 0,2 M, pH 3,5) por 5 minutos, coloracdo com alaranjado de
acridina (0,01%)/ brometo de etidio (0,01%) por mais 5 minutos, seguido de nova
lavagem com o tampdo. Em cada tratamento foram analisadas 500 células em
microscépio de fluorescéncia Olympus BX3-URA (aumento de 400x) e o experimento
foi realizado em triplicata e trés repeticdes. As células foram classificadas em: a)
Normais: células com citoplasma verde e nicleo integros; b) Apoptéticas: células com
citoplasma apresentando cariorrexe com condensacao periférica da cromatina, coloragdao
amarela ou alaranjada; c) Necroticas: células com intensa cariorrexe ou auséncia de
ntcleo e citoplasma irregular alaranjado.

Para a autofagia, apds 24 horas de tratamento, as células foram lavadas com PBS
e incubadas com monodanzilcadaverina (MDC) 0,05 mM em meio de cultura e
mantidas em estufa a 37 °C durante 10 minutos. As células foram imediatamente
analisadas utilizando um microscépio de fluorescéncia Olympus fluorescéncia Sistema
Microscépio BX3-URA (Olympus Corporation, Téquio, Japao), com 380 e 525 nm de
comprimento de onda de excitacdo e de emissao de filtros, respectivamente.

Analise estatistica

Para todos os testes foi utilizado One Way ANOVA seguido de Dunnett,
considerando significantes valores com p<0,05 em relacdo ao controle do respectivo
tipo celular. Para a andlise foi utilizado o programa GraphPad 5.0.

RESULTADOS

O ¢6leo essencial de capim-limdo (concentragdo final de 1ul/ml) apresentou
atividade antioxidante eficiente, quando comparada ao padrao antioxidante Trolox, onde
Sul de OECL apresentaram efeito equivalente a 2786 uM de Trolox. O gréfico 1
demonstra o comportamento do Trolox (linha preta) onde se observa uma importante
inibi¢cdo da emissdo de fétons a partir do ABAP até o tempo 3000 segundos, enquanto o
OECL (linhas azul, verde e rosa — repeti¢cdes) apresenta uma capacidade similar de
bloqueio de emissdo de fotons, porém sua atividade antioxidante controla a emissdo por
um tempo mais prologando, ndo havendo quedas bruscas de atividade antioxidante
(Figura 1).
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Figura 1 — Anidlise qualitativa da capacidade antioxidante total (TRAP) do 6leo essencial de capim-
limdo. Os resultados estdo representados a partir da média das leituras de cada concentracdo, do gerador
de radical alcooxil (ABAP) e do padrao antioxidante (Trolox).

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para as células SK-MEL 147 e
HaCaT expostas a diversas concentracdes de OECL. Para as células SK-MEL 147 as
curvas de proliferacdo e testes de viabilidade celular demonstraram que concentracdes
de OECL iguais ou superiores a 0,25 ul de extrato/ml sdo capazes de aumentar o tempo
de “doubling time”, chegando até mesmo a inviabilizar o cilculo do “doubling time”
por promover morte de 100% das células no tempo 48h (dado nao mostrado). Todas as
concentracdes testadas apresentaram reducdo na viabilidade celular em 24h de
tratamento. Para as células HaCaT as concentracdes testadas ndo apresentaram efeito
citotéxico ou citostdtico. Para ambos os tipos celulares o controle de citotoxicidade com
peréxido de hidrogénio revelou eficiéncia dos procedimentos adotados.

Tabela 1. “Doubling time” e viabilidade das células SK-MEL 147 (melanoma humano) e HaCaT
(queratindcitos humanos) tratados com 6leo essencial de capim Limao (OECL).

Cells Treatment Doubling Time Viabilidade celular 24h
(horas = S.D.) (% £S.D.)

SK-MEL 147 Controle 172+1,4 98 +2
H,0, 100uM 245 £2,1%* 79 £ 2%
OECL 0,05 pl/ml 25,1 £3,0% 65 £ 2%
OECL 0,1 pl/ml 29,5 £2.9% 51 +2%
OECL 0,25 ul/ml 35,8 £2,8% 35+£1%
OECL 0,5 pl/ml 22 + 1%
OECL 1 pl/ml 19 £ 2%

HaCaT Control 240+1,1 97 +3
H,0, 100uM 28,2 +1,2% 86 £ 3*
OECL 0,05 pul/ml 244+ 1,0 97 +2
OECL 0,1 pl/ml 249+21 97 +2
OECL 0,25 pl/ml 25,1+ 1,6 96 +2
OECL 0,5 pl/ml 252 +1,2 96 £ 3
OECL 1 pl/ml 252 +1,5 96 +3

* = estatisticamente diferente em relagdo ao controle (p<0.05); H,O, = peréxido de hidrogénio 100uM. OECL = Oleo essencial de
capim-limdo. S.D. = Desvio padrdo. “Doubling time” = tempo necessdrio para dobrar a populagdo de células, calculado a partir dos
resultados de contagem cellular nos tempos 24, 48, 72 h apds o tratamento. Para os tratamentos OECL 0,5 e 1 ul/ml ndo foi
possivel estimar o “doubling time” devido a dréstica redug@o na contagem e viabilidade celular
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O teste de reducdo do MTT revelou que o OECL apresentou efeito citotéxico
sobre células SK-MEL 147 para todas as concentracdes testadas, sendo que as mesmas

concentracdes de OECL ndo apresentaram efeito citotoxico sobre as células HaCaT
(Figura 2).
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Figura 2 — Avaliacdo da capacidade citotéxica do Oleo Essencial de capim-limdo sobre células de
melanoma humano SK-MEL 147 e queratinécitos HaCaT, através do Teste de reducdo do MTT (24h de
tratamento). O grafico apresenta resultados das médias aritméticas das porcentagens de sobrevivéncia e as
barras indicam o desvio padrdo. Os asteriscos (¥) indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05) em

relagio ao controle. H,0, = peréxido de hidrogénio 100uM. OECL = Oleo Essencial de capim-limao (ul
de extrato/ml de meio).

Para a dosagem de LDH liberado em meio de cultura, também observamos o aumento
de liberagao nas células SK-MEL 147 tratadas com OECL em todas as concentragdes,
sendo que para as células HaCaT ndo observamos alteracao 24h de tratamento (Figura
3).
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Figura 3 — Avaliacdo da capacidade citotéxica do Oleo Essencial de capim-limdo sobre células de
melanoma humano SK-MEL 147 e queratindcitos HaCaT, através da dosagem de lactato desidrogenase
(LDH) em meio de cultura (24h de tratamento). O grafico apresenta resultados das médias aritméticas das
dosagens de LDH e as barras indicam o desvio padrdo. Os asteriscos (*) indicam diferenca significante
(p<0,05) em relagdo ao controle. H,0, = peréxido de hidrogénio 100uM. OECL = Oleo Essencial de
capim-limio (ul de extrato/ml de meio).
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A Tabela 2 e a Figura 4 apresentam os resultados obtidos a partir da anélise morfoldgica
das células apdés 24h de tratamento com o OECL. Para as células SK-MEL 147
observamos que todas as concentracdes de OECL testadas reduziram significativamente
a porcentagem de células com padrao morfolégico normal, esta reducdo estd relacionada
com o aumento de células com padrdo necrético. As concentragdes de OECL 0,05 a
0,25 ul de extrato/ml foram também capazes de induzir padrdao apoptético de morte
celular, sendo que concentracdes mais baixas sdo capazes de induzir a apoptose de
maneira mais eficiente do que as concentracdes mais altas. As concentragdes 0,5 e 1 ul
de extrato/ml também foram capazes de promover vacuolizagdo citoplasmatica
relacionada ao processo de autofagia. Para as células HaCaT o OECL nido apresentou
mudangas significativas na morfologia celular, ndo sendo observado também o processo
de vacuolizacao celular.

Tabela 2 - Padrées de morte celular em células SK-MEL 147 (melanoma humano) e HaCaT
(queratindcitos humanos) tratados com 6leo essencial de capim-limao (OECL).

Células Normal Apoptose Necrose Autofagia (%
Tratamento (% £S.D.) (% £S.D.) (% +S.D.) +S.D.)
SK-MEL 147
Controle 943+1.5 2.7+0.6 0.7+0.6 23+0.6
H,0, 100uM 80.7 + 1.2* 10.0 £ 1.7%* 4.7 £1.5 47+15
OECL 0.05 pul/ml 64.7 £ 0.6* 20.0 £ 1.7* 12.0 £1.7* 33+£0.6
OECL 0.1 pl/ml 59.0 £ 1.7* 14.3 £1.2* 243 £2.3% 2.3+0.6
OECL 0.25 pul/ml 54.3 £2.3% 9.0 £1.0* 33.7+£3.1% 3.0+£1.0
OECL 0.5 pl/ml 52.0 £ 1.0%* 53+£0.6 34.0 £2.0%* 8.7+1.2%
OECL 1 pl/ml 43.0+2.0* 2.7+£0.6 41.3 +1.5* 13.0 £1.7*
HaCaT
Controle 98.0+0.0 1.7+0.6 0.3+0.6 0
H,0, 100uM 80.7 + 1.2* 12.0 £ 2.0%* 7.3 +£2.3% 0
OECL 0.05 pl/ml 96.7+1.5 33+£1.5 0.0+0.0 0
OECL 0.1 pl/ml 963+1.2 37+£1.2 0.0+0.6 0
OECL 0.25 pl/ml 95.7+0.6 3.7+0.6 0.7+0.0 0
OECL 0.5 pl/ml 96.0+ 1.0 37+£1.2 1.0+ 0.6 0
OECL 1 pl/ml 96.3+1.2 30+1.0 23+2.1 0

* = estatisticamente diferente do controle (p<0.05); H,O, = peréxido de hidrogénio 100uM. OECL = Oleo essencial de capim-
lim3o. S.D. = Desvio Padrao.
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OECL 1 pl/ml

OECL 0.5 pl/ml

Figura 4 — Fotomicrografias das células SK-MEL 147 (400x) submetidas a coloragdo com brometo de
etidio/alaranjado de acridina para determinacio dos padrdes de morte celular (A) e monodanzilcadaverina
para observacdo de vacuolos autofagicos (B). OECL = 6leo essencial de capim-limao.

DISCUSSAO

Devido as suas propriedades medicinais, muitos produtos naturais t€m sido
amplamente utilizados por diversas culturas humanas. Dentre estes produtos naturais
alguns sdo fontes de substancias atualmente empregadas em diversas doencas, incluindo
o cancer ®V. O capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) € uma planta bastante
comum em regides de clima tropical e gracas ao seu dleo essencial € utilizada na
medicina popular, na inddstria de cosméticos e alimentos™, sendo que a literatura
aponta o citral como um importante constituinte quimico deste 6leo essencial®" .

Uma vez que o estresse oxidativo estd muito envolvido na carcinogénese do
melanoma, inicialmente avaliamos a atividade antioxidante do 6leo essencial de capim-
limdo (OECL) utilizado neste trabalho e observamos, através da técnica do TRAP, que
0 mesmo apresenta significativa atividade antioxidante. Cheel er al. (2005)"”
observaram que extratos de capim-limdo sdo capazes de inativar o radical 1,1-difenil-2-
picril-hidrazil (DPPH), sequestrar o anion superéxido e inibir a lipoperoxida¢dao. Um
importante antioxidante presente no capim-limao € o citral, sendo até mesmo utilizado
em pesquisas com a finalidade de elucidar mecanismo de oxida¢do de composto, como
no trabalho de Wang e colaboradores (1992)(32), que utilizaram o citral como
antioxidante em uma pesquisa sobre os processos de oxidagao do beta caroteno. Outros
compostos presentes no capim-limdo, também apresentam atividade antioxidante, tais
como: a) isoorientina e a orientina, que inativam o DPPH e inibem lipoperoxidagao; b)
acido caféico e clorogénico, que sequestram radical superdxido e inativam DPPH, sendo
que o 4cido caféico também é capaz de inibir a lipoperoxidacido'”; ¢) beta-mirceno,
capaz de reduzir significativamente a genotoxicidade induzida pelo radical t-butil
hidroperéxido em bactérias e células humanas em cultura®.

No presente trabalho observamos que o dleo essencial de capim-limdo (OECL)
foi capaz de produzir importante efeito citotdxico sobre as células de melanoma humano
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SK-MEL 147 revelado pelos resultados obtidos na curva de proliferacdo, viabilidade
celular, reducdo de MTT, LDH e morfologia celular, enquanto ndo observamos efeito
citotoxico sobre os queratindcitos humanos normais HaCaT nas mesmas concentracdes
utilizadas para as células SK-MEL 147, sugerindo que a atividade citotéxica do OECL é
dependente de processos celulares, conferindo a mesma certa seletividade.

Koffi e colaboradores (2009)*” demonstraram que para células HaCaT o OECL
apresenta efeito citotoxico em 24h com ICsy na concentragcdo de 150ul de extrato/ml, o
que concorda com a auséncia de toxicidade observada em nosso trabalho, uma vez que a
maior concentracio testada foi de 1ul de extrato/ml. Koffi e colaboradores (2009)(3 3
também testaram isoladamente o geranial, o neral e o geraniol, e observaram que o
geranial e o neral apresentam efeito citotoxico dose-dependente, enquanto o geraniol
favorece a proliferacdo celular também de maneira dose-dependente. Para as células
SK-MEL 147 nao h4 relatos prévios de citotoxicidade induzida pelo OECL.

Chaouki et al. (2009)(34) testaram o citral em células de cancer de mama humano
MCEF-7, nas quais observaram um ICso-24h: 2,66uM, atraso no ciclo celular na fase
G2/M (20uM) e inducao de apoptose e necrose. Das doses testadas, 1,2 e 5uM, apenas a
dose de S5uM foi capaz de promover lise celular observada pelo teste de LDH, o que
condiz com os nossos resultados de relacio de dose-dependéncia dos efeitos o OECL
sobre as células SK-MEL 147.

Dudai er al. (2005)®>  estudando células de linhagem hematopoiética
observaram que o citral € capaz de induzir apoptose através da ativacdo de caspase-3.
Para as células SK-MEL 147 observamos induciao de padrao morfolégico apoptético
para as concentragdes 0,05, 0,1 e 0,25ul de extrato/ml, sugerindo que o processo de
ativacdo de caspase-3 também estd ocorrendo neste tipo celular. Porém observamos que
o limiar entre inducdo de apoptose e necrose para o OECL sobre as células SK-MEL
147 ¢ bastante ténue, este comportamento pode ser explicado por Brohem e
colaboradores (2009)°%, que ao avaliarem a indu¢do de apoptose pelo composto 4-
nerolidilcatecol em células de melanoma, verificaram que as células SK-MEL 147 sdo
as mais capazes de sofrer vacuolizagdo citoplasmdtica, perderem integridade de
membrana e entrarem mais em necrose do que em apoptose, quando comparadas com
outros tipos celulares de melanoma.

O OECL utilizado no presente trabalho também apresentou presenca de [-
mirceno. Ha poucos relatos sobre atividade deste composto in vitro. Kauderer e
colaboradores (1991)?7 relataram que o P-mirceno ndo apresenta atividade citotéxica
ou genotoxica sobre células V79 (fibroblastos de hamster chinés), mesmo em
concentracdes altas de 1.000 pg/ml (limite de solubilidade).

Em nosso trabalho observamos que as concentragdes 0,5 e 1ul de extrato/ml
foram capazes de induzir vacuolizagdo citoplasmatica relacionada ao processo de
autofagia nas células SK-MEL 147. A autofagia € um mecanismo de degradacao celular
coordenada por genes especificos e estd associada: a) processos de reciclagem de
constituintes de células eucaridticas; b) remoc¢do de organelas danificadas, ou que
precisam ser removidas para diferenciagdo do tecido. O processo de autofagia é
dependente da proteina TOR e dependente também das proteinas relacionadas a
autofagia (ATGs). A autofagia, embora seja um processo fisiol6gico, pode ser induzida
por substancias quimicas, onde observamos a formacgdo de vacuolos autofdgicos no
citoplasma, sendo também observado inchaco nas mitocOndrias, reticulo
endoplasmdtico e complexo de Golgi(3 ®  Para o capim-limdo, ou seus componentes,
nao ha relatos prévios de inducdo de autofagia, sendo este o primeiro trabalho a relatar
tal fendmeno.
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Em comparacdo com as células HaCaT, as células SK-MEL 147 apresentam
auséncia de mutacdo na proteina p53°” e sdo mutantes heterozigotas para o gene
NRAS“ . A presenca de mutacdo (heterozigose) da p53 nas células HaCaT“" pode
estar relacionada com a maior resisténcia ao OECL observada em nosso trabalho, uma
vez que a proteina p53, além de ser induzivel pela exposi¢do ao citral, também € chave

importante nos mecanismos de atraso de ciclo celular e inducdo da apoptose “% #* 444
46, 47,48, 49)

CONCLUSAO

O OECL apresentou um efeito citotoxico contra células de melanoma humano SK-MEL
147. Assim, novas pesquisas devem ser realizadas para elucidar mecanismos e
compostos quimicos responsaveis por este efeito. De qualquer forma, os resultados
observados no presente trabalho demonstram que o capim-limdo € uma fonte
promissora de substancias que poderdo ser utilizadas na prevengao e/ou tratamento do
melanoma humano.
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