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RESUMO

Apesar de grandes avan¢os no campo do tratamento e controle da progressao do
cancer, grandes lacunas ainda permanecem. Terpendides encontrados nos 6leos
essenciais de plantas do género Lippia, ja foram relatados como potenciais
compostos anticancerigenos para alguns tipos de tumores. Desta forma, este estudo
objetivou investigar a possivel propriedade farmacolégica como agente
anticancerigeno sobre linhagens tumorais dos compostos presentes no 0leo
essencial de cinco espécies de Lippia. Os resultados mostraram, através de ensaio
de MTT, efeito citotoxico nas linhagens de carcinoma de colon de camundongo
CT26.WT e de melanoma de pele humano MeWo, com IC50 e comprometimento da
viabilidade celular acima de 50% sob acdo dos Oleos essenciais de L. alba
guimiotipos geraniol e carvona, L.sidoides, L. salviifolia, L. rotundifolia e L. lacunosa.
O ciclo celular foi bloqueado na fase GO/G1 apds 24 h de tratamento da linhagem
MeWo com os 6leos de L. alba quimiotipos geraniol (50 pg/mL) e carvona (100 e 150
pug/mL) e L. rotundifolia (200 pg/mL). Além disso, os Gleos de L. alba geraniol (200
pHg/mL por 24 h) e L. lacunosa (10, 50, 100 e 200 pg/mL) provocaram morte celular
de MeWo, caracterizada por elevada fragmentacdo de DNA, confirmada como
apoptose para o 6leo de L. alba geraniol por ensaio de TUNEL. Sobre a linhagem
CT26.WT, o oOleo de L. alba geraniol provocou parada de ciclo celular nas fases
GO0/G1 (10 pg/mL por 12 h; 10 e 200 pg/mL por 24 h) e G2/M (50 e 100 pg/mL por 12
e 24 h; 87 ug/mL por 72h). L. sidoides também provocou parada em GO/G1 com 100
pg/mL por 24 h e parada em G2/M com 100 e 150 pg/mL por 12 h e 150 pg/mL por
24 h. O 6leo de L. salviifolia induziu apenas parada em G2/M na concentracdo de
150 pg/mL por 24 h, o de L. rotundifolia, parada em G0/G1 com 50, 100 e 200 pg/mL
por 12 h e 50 pg/mL por 24 h. L. lacunosa (50 pg/mL com exposicao de 72 h)
provocou parada em G2/M. Os 6leos de L. alba geraniol e L. lacunosa, no ensaio de
72h, provocaram aumento de DNA fragmentado, mas este ndo atingiu niveis tdo
elevados quanto aqueles observados para a linhagem MeWo. Tratamento de L. alba
geraniol (200 pg/mL por 12 h) sobre MeWo e de L. alba geraniol, L. lacunosa. L.
rotundifolia e L. sidoides (100 pg/mL por 12 h) sobre CT26.WT foram submetidos a
andlise de expressao diferencial de microRNAs através de real-time PCR com painel
de 95 microRNAs relacionados a cancer. Os microRNAs de MeWo apresentaram-se
down-regulados em relacdo ao controle negativo, que pode ter sido devido ao efeito
apoptotico de L. alba geraniol sobre esta linhagem. Sobre CT26.WT, 26 microRNAs
para os 6leos de L. alba geraniol e L. lacunosa e 35 para L. rotundifolia e L. sidoides
foram encontrados significativamente (p<0,05) desregulados em relacdo ao controle.
Os 6leos essenciais das espécies de Lippia testados, portanto, comprometeram a
viabilidade celular das linhagens MeWo e CT26.WT, indicando que podem ser bons
candidatos como fonte de biomoléculas anticancer.

Palavras-chave: Lippia, 6leo essencial, microRNA, ciclo celular, cancer



ABSTRACT

Despite the great progress in the treatment and progressive control of cancer,
significant gaps still remain. Terpenoids which were found in the essential oils of
several species from the genus Lippia were reported as potential anticancer
compounds for some types of tumors. Consequently, this study aimed to investigate
the possible pharmacological property as anticancer agent against tumor cell lines of
compounds present in the essential oil of five Lippia species. The results showed,
through the MTT assay, cytotoxic effect on mouse colon carcinoma cell lines
CT26.WT and human skin melanoma MeWo with IC50 and effect on the cell viability
above 50% under the use of essential oils of L. alba chemotypes geraniol and
carvone, L.sidoides, L. salviifolia, L. rotundifolia and L. lacunosa. The cell cycle was
arrested in GO/G1 phase after 24 h treatment of of MeWo with the oils of L. alba
chemotypes geraniol (50 pg/ml) and carvone (100 and 150 pg/mL) and L. rotundifolia
(200 pg/mL). Additionally, the oils of L. alba geraniol (200 pg/mL for 24 h) and L.
lacunosa (10, 50, 100 and 200 ug/mL) resulted in cell death of MeWo, characterized
by high DNA fragmentation, and it was confirmed as apoptosis for the L. alba
geraniol oil by TUNEL assay. As far as the CT26.WT cell line is concerned, the oil of
L. alba geraniol caused cell cycle arrest in GO/G1 (10 pg/ml for 12 h, 10 and 200
pg/ml for 24 h) and G2/M (50 to 100 pg/ml for 12 and 24 h; 87 pg/ml for 72 h)
phases. The L. sidoides also caused an arrest in GO/G1 with 100 pg/ml during 24 h
and an arrest in G2/M with 100 and 150 pg/ml for 12 h and 150 pg/ml for 24 h. The L.
salviifolia oil only induced stops in G2/M at a concentration of 150 pg/ml for 24 h, the
oil of L. rotundifolia only stops in GO/G1 with 50, 100 and 200 pg/ml for 12 h and 50
pg/ml for 24 h. L. lacunose (50 pg/ml with 72 h of exposure) caused an arrest in
G2/M. The L. alba geraniol and L. Lacunosa oils, in the 72h assay, caused an
increase in fragmented DNA, but this did not reach levels as high as those observed
for the MeWo cell line. Treatment of L. alba geraniol (200 pg/ml for 12 h) on MeWo
and L. alba geraniol, L. lacunosa, L. rotundifolia and L. sidoides (100 pg/ml for 12
hours) on CT26.WT were subjected to analysis of differential expression of
microRNAs by real-time PCR with a panel of 95 cancer-related microRNAs. All
MeWo microRNAs showed downregulation compared to the negative control, which
may have been due to the apoptotic effect of L. alba geraniol against this cell line.
About CT26.WT 26 microRNAs for L. alba geraniol and L. lacunosa oils and 35 for L.
rotundifolia and L. sidoides were found significantly desregulated (p<0.05) compared
to control. The essential oils of tested Lippia species thus affected cell viability of
MeWo and CT26.WT cell lines, indicating they might be good candidates as source
of new anticancer biomolecules.

Keywords: Lippia, essential oil, microRNA, cell cycle, cancer
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Em um trabalho recente realizado pelo Instituto Nacional do Céancer (INCA),
gue integrou registros brasileiros de diversos tipos de cancer, foi reportado que as
neoplasias malignas sdo a segunda causa de morte no Brasil desde 2003 e
representaram quase 17% dos o6bitos de causa conhecida notificados em 2007 no
Sistema de Informagdes sobre Mortalidade. Em 2005, de um total de 58 milhGes de
mortes ocorridas no mundo, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes, representando
cerca de 13% de todas as mortes. E importante destacar que também foi reportado
gue do total desses 6bitos, mais de 70% ocorreram em paises de média ou baixa
renda. Atualmente, estima-se que, em 2030, sédo esperados 27 milhdes de casos
incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de pessoas vivas
anualmente com cancer, sendo que o maior efeito desse aumento vai incidir sobre
paises de média e baixa renda.

Apesar de grandes avancos terem sido feitos no tratamento e controle da
progressdo de diversos tipos de cancer, deficiéencias significativas ainda
permanecem. Como exemplo, pode ser citado o numero de efeitos colaterais
indesejados que ocorrem durante a quimioterapia. Outro problema de grande
relevancia sao os varios tipos de cancer resistentes aos tratamentos atuais. Nesse
sentido, tem sido discutida a importancia das terapias naturais, uma vez que
derivados vegetais possuem, em sua maioria, estrutura quimica complexa capaz de
interagir com diferentes alvos nas células de mamiferos, o que poderia reduzir os
efeitos indesejados das terapias atuais e mesmo culminar na descoberta de novas
biomoléculas com potenciais mecanismos de acao contra o cancer.

O papel de produtos naturais como fonte de novos remédios tem sido
reconhecido desde tempos ancestrais e, apesar do progresso cientifico e
tecnolégico, compostos derivados de produtos naturais ainda contribuem
enormemente no campo de estudo que visa a descoberta de novas drogas. Do
ponto de vista econdmico deve ser mencionado que desde a validacao
farmacoldgica da planta medicinal até a producdo de medicamentos, 0s gastos
estimados e o tempo para sua disponibilizagdo ao mercado consumidor seriam

muito inferiores ao tempo e custo da producéo de medicamentos sintéticos. Assim, a
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utilizacdo de plantas medicinais para producdo de medicamentos constitui uma
forma economicamente viavel importante para paises em desenvolvimento como o
Brasil.

Finalmente, é importante ressaltar que a flora brasileira cada vez mais tem
sido discutida como um interessante foco para prospectar novos quimicos devido a
sua diversidade de espécies e riqueza quimica associada. Particularmente, nos
Campos Rupestres do estado de Minas Gerais, encontra-se um grande numero de
plantas do género Lippia, familia Verbenaceae, que inclui espécies ja descritas na
literatura como possuidoras de potenciais compostos anticancerigenos para alguns
tipos de tumores. Estes compostos estariam provavelmente relacionados aos
terpenos, principais componentes dos seus 0leos essenciais. Diferentes estudos tém
demonstrado que o potencial anticancerigeno de alguns monoterpenos pode estar
relacionado a genes codificadores de proteinas que sdo essenciais na transicao das
fases do ciclo celular. Esses genes sdo bons candidatos ja que a desregulacédo do
ciclo celular esta fortemente relacionada a genética do cancer. Contudo, as vias
moleculares de acdo dos terpendides como agentes anticancerigenos ainda nao
foram completamente caracterizadas.

Na década de 90, uma nova classe de RNAs regulatérios foi descoberta, os
microRNAs, pequenos RNAs que se ligam a mRNAs alvos impedindo sua tradugéao.
Rapidamente, inimeros novos microRNAs foram sendo identificados e tém ganhado
importante destaque nas pesquisas relacionadas ao cancer. Eles podem agir
provocando efeitos como os de genes supressores de tumor ou como oncogenes,
ou seja, podem tanto inibir o crescimento de células tumorogénicas quanto estimular
caracteristicas tumorais em uma célula sadia. A deteccéo do perfil de expressédo de
microRNAs em células tumorais antes e apds tratamento com determinado
composto pode configurar uma importante chave no entendimento do mecanismo de
acao deste potencial composto antitumoral.

O Laboratério de Genética do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF) tem desenvolvido, ha cerca de dez anos uma linha
de pesquisa que visa o estudo de varias espécies do género Lippia e seu potencial
medicinal. Faz-se importante destacar que, no Brasil, a maioria dos estudos de
plantas do género Lippia tém sido realizados por este grupo, que vem
sistematicamente coletando espécies desse género em diferentes regides do Estado

de Minas Gerais para compor o banco de germoplasma da UFJF. Desta forma, o
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presente estudo visa contribuir para incorporar novas informacdes a esta linha de
pesquisa no que diz respeito ao potencial anticancerigeno de espécies do género
Lippia, o que configura um dado de grande relevancia na pesquisa medicinal deste

género.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. O PROBLEMA DO CANCER NO BRASIL

O Brasil tem experimentado uma mudanca na estrutura etaria de sua
populacdo bastante acelerada, com um numero de idosos passando de 3 milhdes,
em 1960, para 20 milhdes em 2008 e devendo chegar a 44 milhdes até 2050
(MOREIRA, 2003; VERAS, 2009). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), a expectativa de vida do brasileiro atingiu mais de 73 anos em
2009, compondo um contingente que superou a populacdo de idosos de varios
paises europeus como Franca, Inglaterra e Itdlia, segundo estimativas das Nacbes
Unidas (MINAYO, 2012). Associado ao envelhecimento da populacéo verificou-se
uma reducdo de enfermidades incidentes na infancia e aumento na prevaléncia e
incidéncia de doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial e diversos tipos de
cancer. Cervi et al. (2005) avaliando a tendéncia da mortalidade por doencas
neoplasicas em 10 capitais brasileiras observaram maiores valores de mortalidade
por neoplasia para individuos com mais de 60 anos. Basilio e Mattos (2008)
reportaram um aumento na incidéncia de cancer de célon/reto, pancreas, pulmao e
mama em mulheres acima de 60 anos no periodo de 1980 a 2005, nas regides Sul e
Sudeste.

Outra alteracdo relevante que tem ocorrido no Brasil seriam as modificacdes
no padrdo alimentar, que tém papel importante na determinacdo de risco de
neoplasias. Sichieri et al. (1996) reportaram que a ingestao energética excessiva esta
associada positivamente ao aumento do risco de cancer de colon, pulméao e eséfago
e 0 aumento do consumo de alimentos ricos em gordura esta associado ao aumento
do risco de cancer de célon. Neves et al. (2006) investigando a mortalidade por
cancer de coélon e reto e consumo alimentar em diferentes capitais brasileiras
observaram uma associacéo direta entre 0 consumo de Oleos/gorduras e carnes e as
taxas de mortalidade por esse tipo de cancer.

Também é importante mencionar que estudos tém mostrado que, no Brasil,

existe uma variacdo regional para a taxa de mortalidade por cancer. Winsh Filho e
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Moncau (2002) analisando a mortalidade por cancer no Brasil de 1980 a 1995
observaram que o risco de morte por cancer foi maior nas regides Sul e Sudeste.
Esse dado foi concordante com um estudo no qual Cervi et al. (2005) observaram
gue as capitais das regides Sul e Sudeste apresentaram maior grau de mortalidade
por neoplasia quando comparadas as capitais das regides Norte, Nordeste e Centro-
Oeste.

Em 2011, o Instituto Nacional do Cancer publicou estimativas para 2012,
validas também para 2013, sobre a incidéncia de cancer no Brasil, relatando que sao
esperados 518.510 novos casos de céncer, sendo 257.870 casos novos para 0 Sexo
masculino e 260.640 para o sexo feminino. Foi estimado também que o tipo de
cancer mais incidente na populacdo brasileira sera o cancer de pele tipo néo
melanoma (134 mil casos novos), seguido pelos tumores de prostata (60 mil), mama
feminina (53 mil), colon e reto (30 mil), pulm&o (27 mil), estémago (20 mil) e colo do
atero (18 mil). As estimativas apresentadas também corroboram as observacdes
destacadas anteriormente de que as regides Sul e Sudeste apresentam as maiores
taxas brutas de incidéncia. Diante desse cenario, fica evidente a necessidade de
continuo investimento no desenvolvimento de ac¢des para o controle e tratamento do
cancer.

O tratamento do céncer é realizado atualmente de trés maneiras principais,
através da quimioterapia, da radioterapia e da remocao cirargica. Muitas das drogas
utilizadas em tratamentos quimioterapicos tém seus compostos de acdo originados
de plantas medicinais, tais como Oncovin (sulfato de Vicristina; Vinca rosea),
Navelbine (vinorelbina; Catharanthus roseus), Oncosideo (etoposideo; Podophyllum
peltatum) e Taxol (paclitaxel; Taxus brevifolia). Novas drogas anticancerigenas tém
sido pesquisadas a partir de metabdlitos secundarios de vegetais ou de derivados
sintéticos, sendo este um importante ramo de pesquisas no combate ao cancer,
especialmente no Brasil, que detém uma ampla diversidade vegetal (LEE, 1999;
KINGHORN et al 1999).


http://en.wikipedia.org/wiki/Catharanthus_roseus
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2.2. CICLO CELULAR, APOPTOSE E O CANCER

A replicacdo do DNA permite a heranca precisa da informacéo genética
de uma geracao celular para a outra. A execucao desse processo € dependente de
uma série de mecanismos protéicos que configuram o ciclo celular. Dois momentos
consecutivos podem ser caracterizados, a mitose, na qual ocorre a segregacéo de
cromossomos replicados em duas novas células (dividida nas fases profase,
metafase, anafase e teléfase) e a intérfase, periodo entre duas mitoses
(VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003; TACHIBANA,
GONZALEZ e COLEMAN, 2005 ). Esses dois momentos podem ser separados em
cinco fases que caracterizam o ciclo celular, GO, G1, S, G2 e M. A fase da mitose, M,
€ precedida por uma fase de preparacao (intérfase), que inclui as etapas GO, G1, S
e G2. A fase G1 (gap 1) € um estadio de preparacdo da célula para a fase seguinte,
onde ocorre a sintese do DNA (fase S), que é, entdo, seguida de G2, fase
preparatéria para a mitose. A grande maioria das células € capaz de se dividir, mas
o fazem, principalmente, para reparar danos ou para substituir células mortas. As
células em G1, antes de seguirem para a replicacdo do DNA, podem sair do estadio
de ciclo e entrar em um estado ndo proliferativo, chamado GO, por ja estarem em
fase terminal de diferenciacdo ou por entrarem em senescéncia. Nesta fase esta a
maioria das células ndo proliferativas de partes que ndo estdo em crescimento no
corpo (CERVEIRA, BIZARRO e TEIXEIRA, 2012).

A progresséo através do ciclo celular € impulsionada através da familia
das quinases dependentes de ciclina (CDK) e os seus ligantes regulatérios, as
ciclinas. Em mamiferos a ciclina D-CDK4, a ciclina D-CDK6 e a ciclina E-CDK2
conduzem a progressdo de G1 através do ponto de restricdo, o que permite a célula
completar a fase. A fase S € iniciada pela ciclina A-CDK2. A ciclina B-CDK1 regula a
progressao atraveés de G2 e, bem como a ciclina A-CDK1, promove a entrada na
mitose. A progressao atraves de cada fase e a transicdo de uma fase para outra séo
monitoradas por mecanismos sensores chamados chekcpoints, que mantém a
ordem correta dos eventos. Se fatos aberrantes ou incompletos sao detectados,
como danos ao DNA, por exemplo, a via de checkpoint transporta sinal para efetores

gue podem disparar uma parada do ciclo celular até que o problema seja resolvido.
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Proteinas efetoras séo os inibidores de CDKs (CDKIs), que podem reversivelmente
parar a progressdo do ciclo celular. Paradas em G1 podem ser induzidas pela
ativacdo da familia InK4 [INK4A (pl16), INK4B (p15), INKAC (p18) e INKAD (p19)]
que inibem CDK4 e CDK®6 ou pela via dos inibidores da familia Cip/Kip (p21, p27,
p57), que suprimem a atividade de CDK2. O ciclo celular é ativado por sinais
externos, como fatores de crescimento ou horménios que ativam multiplas vias de
transducdo de sinais, como aquelas sob acdo dos genes MYC e RAS. Muitas
proteinas necessarias ao ciclo celular podem ser expressas pela acédo do gene RBL1.
Durante toda a fase G1, a proteina RB1 é fosforilada pelo complexo ciclina D1-
CDKA4. RB1 fosforilada libera suas proteinas ligantes reguladoras, como a E2F1, que
podem entdo induzir a expressao de ciclina E, por exemplo, e mais de outros 30
genes, cujos produtos sdo necessarios para a transicdo G1-S. Ja as paradas do
ciclo celular em resposta a danos no DNA sdo mediadas através do gene TP53
(p53), cujos niveis estdo sob regulacdo negativa da proteina MDM2 (Figura 1)
(WILLIAMS e STOEBER, 2012; CERVEIRA, BIZARRO e TEIXEIRA, 2012).

O cancer pode ser descrito como um produto de variadas disfuncfes da
regulacdo do ciclo celular em que injurias e mutacdes génicas, que em condi¢cdes
normais levariam a morte, sdo permitidas, sendo, entdo, o ciclo celular concluido e
desta forma, mutacées acumuladas. Podem ser destacadas como principais marcas
da organizacdo tumoral, a manutencdo de sinalizacdo proliferativa, a evasédo de
supressdo de crescimento, a resisténcia a morte celular, a capacidade de passar a
proxima geracao a condicao replicativa alterada, a inducdo da angiogénese e a
ativacdo de invasao e metastase. As mutacfes que levam a estas condicbes
ocorrem principalmente em proto-oncogenes e genes supressores de tumor. Proto-
oncogenes codificam fatores de transcricdo que regulam a expressao de proteinas
transdutoras de sinal que estimulam a divisdo celular e de outros reguladores que
conduzem a célula atraves do ciclo. Eles tém papel crucial no funcionamento normal
da célula, mas podem ser convertidos em oncogenes por mutacdo de ganho de
funcdo. Proteinas que eram expressas de forma mais elevada apenas em algum
momento do ciclo celular, passam, no entanto, a ndo ter mais sua ag¢ao enfraquecida
guando necessario. Um exemplo sdo as anormalidades que afetam as CDKs e
ciclinas, que tém sido observadas em ampla gama de tumores. Kim et al. (1999) e
Malumbres e Barbacid (2007), por exemplo, relataram CDK2, CDK4 and CDK®6

superexpressas em tumores malignos como sarcomas, cancer de mama, linfoma,
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melanoma e cancer colorretal.Os genes supressores de tumor codificam proteinas
que inibem a proliferacdo ou induzem a morte celular em processo normal de
resposta a danos no DNA ou a sinais de supressdo do crescimento.Quando esses
genes supressores de tumor sofrem uma mutacdo de perda de funcao,
consequentemente desregulam o ciclo celular com a reducdo ou perda de fungéao
dessas proteinas supressoras.Como exemplo desta anormalidade, alteracfes em
proteinas como a RB1 e TP53 (p53) tém sido observadas em células tumorais. Por
exemplo, o gene CDKN2A (p16) esta alterado em grande percentual de canceres
humanos. Conforme descrito por Liu et al. (1995) e Caldas et al. (1994) pl16 esta
inativado por mutacdo ou delecdo em melanoma herdado e adenocarcinoma
pancreatico. A proteina CDKN2A é inibidor especifico de complexos ciclina D-CDK,
impedindo a degradacdo dependente de fosforilacdo da proteina RB1 e,
consequentemente, a transicdo G1-S. Logo, células com CDKN2 anormal ndo estéo
impedidas de avancar a fase G1 em caso de disfuncéo, levando a uma progressao
de ciclo celular com auséncia de checagem. (FOSTER, 2008; HANAHAN e
WEINBERG, 2011; CERVEIRA, BIZARRO e TEIXEIRA, 2012).

A apoptose e 0s genes que a controlam tém profundo efeito no fendtipo
maligno. Como j& citado, algumas mutacdes em oncogenes comprometem a
apoptose o0 que pode conduzir a uma iniciagdo tumoral, progressdo ou metastase.
Sabe-se também que a maioria dos agentes citotdxicos anticancer induz a apoptose,
mas o0s defeitos nos processos apoptoticos podem contribuir para falhas em
tratamentos. Desta forma, muitas pesquisas tém focado esforcos na compreenséo
desses mecanismos no cancer para produzirem novas estratégias terapéuticas
(LOWE e LIN, 2000).

A morte celular programada inclui os processos de apoptose, autofagia e
necrose programada e possuem mecanismos e fungbes que os diferem. Ja a
necrose diferencia-se dos processos de morte celular programada por ser uma
morte catastréfica, cuja perda da integridade da membrana celular resulta na
liberacdo de conteudos citoplasmaticos para o tecido adjacente, promovendo o envio
de sinais quimiotaticos. Como resultado pode haver eventual recrutamento de
células inflamatérias, o que compromete as células vizinhas sadias. Destacando a
apoptose, pode-se caracteriza-la por mudancas morfolégicas especificas, como o
encolhimento celular, a condensacao e fragmentacéo nuclear, a formacgao de bolhas

membranosas e a perda de adeséo as células vizinhas ou da matriz extracelular.
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Mudancas bioquimicas incluem a clivagem do DNA cromossémico em fragmentos
internucleossomais, a externalizacdo de fosfatidilserina e uma série de clivagens de
substratos intracelulares por protedlises especificas. A apoptose acontece através
de uma cascata de eventos energeticamente dependentes. Existem duas principais
vias apoptoticas, a via extrinsica ou do receptor de morte e a via intrinseca ou
mitocondrial, mas existem algumas evidéncias de que ambas estéo relacionadas e
gue moléculas de uma podem influenciar na outra. De qualquer, forma as duas vias
convergem para uma mesma execucdo da apoptose, que se inicia com a clivagem
da caspase-3. Uma vez ativada, outras pro-caspases sao também ativadas levando
a iniciacdo de uma cascata de proteases. Esta cascata proteolitica amplifica o sinal
apoptoético culminando em uma rapida morte celular. As células tumorais podem
adquirir resisténcia a apoptose pela expressdo de proteinas anti-apoptéticas como
Bcl-2 ou pela baixa expressdo ou mutacdo de genes codificadores de proteinas pro-
apoptdticas como a Bax. A expressdo de Bcl-2 e de Bax é regulada pelo gene
supressor de tumor p53, que é o gene mais amplamente observado com alteracfes
na tumorogénese humana. Desta forma estas proteinas tornam-se potenciais
candidatas para a acao de novos compostos pesquisados para o combate ao cancer
(OUYANG et al., 2012; ELMORE, 2007).
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Figura 1. Mecanismos do ciclo celular. O ciclo celular é disparado por fatores de crescimento externo
gue levam a transducado de sinais a partir da acdo de genes como MYC e RAS, que conduzem a
sintese de ciclina D que se liga a CDK4 e que na auséncia de inibicdo por pl6 ou p53 é capaz de
fosforilar a proteina RB. O regulador E2F1 pode ser entdo liberado, induzindo a ligacdo de ciclina E-
CDKZ2, que atua na transicdo da fase G1-S. Toda a progresséo e transi¢cdo de fases do ciclo celular
séo reguladas pelos complexos ciclina-CDKs e pelos inibidores de CDKs (adaptada de CERVEIRA,
BIZARRO e TEIXEIRA, 2012).
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2.3 O GENERO Lippia

2.3.1 Caracterizagéo, distribuicao e potencial medicinal

O género Lippia pertence a familia Verbenaceae e inclui aproximadamente
200 espécies encontradas na forma de ervas, arbustos e pequenas arvores
(SANDERS, 2001). As varias espécies desse género encontram-se principalmente
distribuidas em paises das Américas Central e do Sul e em territorios da Africa
Tropical (TERBLANCHE e KORNELIUS, 1996). O Brasil € uma das regiées de maior
biodiversidade do mundo e uma das principais zonas de crescimento e
diversificagao de plantas do género Lippia, contendo aproximadamente 75% de suas
espécies. Particularmente, nos Campos Rupestres do Estado de Minas Gerais,
encontra-se um grande numero dessas plantas (SALIMENA-PIRES, 1991, VICCINI
et al., 2004, VICCINI et al., 2006).

Vérias espécies do género Lippia fazem parte de uma lista de plantas
medicinais e aromaticas que encontram-se ameacadas de extingdo, 0 que nao
somente as coloca como prioritarias para conservacdo como também reforca a
necessidade de estudos mais detalhados de seu potencial medicinal (VIEIRA, 1999).
Pascual et al. (2001a) publicaram uma revisao detalhada dos varios usos medicinais
de diversas espécies do género Lippia. As espécies de Lippia tém sido comumente
utilizadas no tratamento de problemas respiratérios, sendo também utilizadas para o
tratamento de problemas gastrointestinais. Adicionalmente, existem estudos
mostrando o uso de plantas desse género no tratamento de doencas hepaticas,
infeccbes cutdneas, queimaduras, Ulceras, diarréia, gonorréia entre outras
(MORTON, 1981, GIRON e CARCERES, 1994, di STASI et al, 1994, PASCUAL et
al., 2001b, TAVARES et al., 2005).

Entre as espécies de Lippia mais bem estudadas, encontra-se a Lippia alba.
No Brasil, 0 nome popular mais comum dessa planta € erva-cidreira, mas também é
conhecida como erva-cidreira-do-campo, falsa-melissa e outros (LORENZI e
MATOS, 2002). Essa espécie ocorre em praticamente todas as regides do pais

(MOLDENKE, 1965), e seu uso na medicina popular brasileira é amplamente
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difundido. Varios estudos demonstraram que essa espécie apresenta atividade
antibacteriana e antifangica. Dentre 0s micro-organismos estudados, o 6leo
essencial de L. alba mostrou atividade contra Staphlococcus aureus, Lactobacillus
casei, Streptococcus mutans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton rabrum,
Trichophyton mentagrophyte, Neurospora crassa, Dreschlera oryzae, Fusarium
moniliforme, Fonsecaea pedrosoi e varias espécies de Candida, incluindo Candida
albicans (CACERES e GIRON, 1987, GRAINGE e AHMED, 1988, DUARTE et al.,
2005 e OLIVEIRA et al.,, 2006). Estudos também tém demonstrado que extratos
brutos de L. alba, obtidos por acetato de etila, tém atividade antiviral. Andrighetti-
Frohner et al. (2005) demonstraram que extratos dessa espécie inibem o virus
Herpes simplex tipo | e tém atividade contra poliovirus.

Durante os ultimos anos, varios estudos tém demonstrado que os radicais
livres estdo entre os modificadores de DNA mais amplamente distribuidos dentro
das células, e devido ao seu envolvimento com cancer, existe crescente
preocupacdo mundial na procura de novos antimutagénicos antioxidantes. Portanto,
€ importante mencionar que Ramos et al. (2003) reportaram atividade antioxidante
de L. alba, indicando que essa planta medicinal pode ser alvo para a procura de
biomoléculas antimutagénicas, o que é essencial no caso de tumores altamente
resistentes a quimioterapia.

Outra espécie bem estudada € L. sidoides. O 6leo essencial dessa espécie
exibiu atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis e contra patdgenos orais importantes no
desenvolvimento de caries e doencas periodontais (LEMOS et al., 1990, COSTA et
al., 1998, BOTELHO et al.,, 2007). Além dessas, foram observadas atividades
antifingica e antiespasmadica (BRITO e BRITO, 1993 e HUTCHINGS e VAN
STADEN, 1994), como também acao Iinibitéria no crescimento e alteracbes
morfolégicas sobre promastigotas de Leishmania chagasi (OLIVEIRA et al., 2009).
Também exibiuatividade contra larvas de Aedes aegypti, principal vetor da dengue.
(CARVALHO et al.,, 2003). Outro uso reportado recentemente foi o auxilio no
aumento da permeabilidade de droga sobre a pele (BRITO et al., 2009). Finalmente,
€ importante destacar que, como para L. alba, também foi observada atividade
antioxidante para L. sidoides. Monteiro et al. (2007) demonstraram atividade

antioxidante do 6leo essencial dessa espécie.
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Ainda outra espécie de Lippia cuja atividade antioxidante foi reportada apenas
recentemente foi L. salviifolia. Silva, 2008 desmonstrou que extratos etandlicos de
folnas secas de L. salviifolia apresentam elevada atividade antioxidante in vitro,
assim esses resultados também colocam essa planta como uma das espécies do
género Lippia alvo para a procura de biomoléculas antimutagénicas.

No Brasil, a maioria dos estudos farmacolégicos vem sendo realizados com
as duas primeiras espécies de Lippia supracitadas, sendo escassos estudos com as
espécies nativas do pais. Apenas em 2006, Leitdo et al. demonstraram que L.
lacunosa e L. rotundifolia, espécies nativas do Brasil, apresentam atividade
antimicobacteriana in vitro contra Mycobacterium tuberculosis, causadora da
tuberculose. E necesséario mencionar que essa doenca ainda é um problema grave

de saude em muitas regides do mundo, especialmente no Brasil.

2.3.2 Terpenos e a acao de compostos com potencial antitumorogénico

As plantas produzem compostos ndo utilizados diretamente para o seu
crescimento ou desenvolvimento que sdo conhecidos como metabdlitos
secundarios. Suas funcBes tém sido associadas a protecdo contra herbivoria ou
infeccdes, atracdo de polinizadores e dispersores e como agentes de competicao.
Desde o final do século XIX, ha interesse na utilizacdo destes compostos como
farmacos, fragrancias e materiais industriais (CROTEAU et al., 2000). Os compostos
de Lippia com atividades farmacoldgicas estdo provavelmente relacionados ao
metabolismo secundario destas plantas, mais especificamente aos seus 0leos
essenciais (PASCUAL et al., 2001a).

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grupos: terpenos,
fendis e alcalbides. Os terpenos sdo estruturalmente uma das classes mais
variadas, sendo constituintes majoritarios de 0Oleos essenciais. S8o sintetizados a
partir do metabolismo primario através da via do acido mevalénico ou da via do
metileritritol fosfato, através das quais é formada uma molécula de isopentenil
pirofosfato (IPP) ou o seu isbmero dimetialil pirofosfato (DMAPP) (Figura 2). O IPP é
a molécula ativa composta por cinco carbonos e unidade estrutural de todos os

terpenos. O IPP e o DMAPP condensam-se originando geranil pirofosfato (GPP), o
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precursor C10 dos monoterpenos. O GPP pode ligar-se a outra molécula de IPP,
dando origem a um composto C15, o farnesil pirofosfato (FPP), precursor dos
sesquiterpenos. A adicdo de uma nova molécula de IPP origina um composto C20, o
geranilgeranil pirofosfato (GGPP), precursor dos diterpenos. Finalmente, a
dimerizagdo do FPP e do GGPP origina triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)
respectivamente (Figura 2) (MC GARVEY e CROTEAU 1995; BOHLMANN et al
1998; DUBEY et al., 2003).
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Figura 2. Biossintese dos terpenos. Os terpenos podem ser sintetizados a partira do metabolismo
primario da via do acido mevalbnico ou da via do metileritritol fosfato que originam respectivamente o
isopentenil pirofosfato (IPP) ou o seu isdmero dimetialil pirofosfato (DMAPP). A condesac¢édo do IPP e
do DMAPP gera o geranil pirofosfato (GPP), precursor dos monoterpenos de 10 carbonos. Novas
adicoes de IPP ao GPP originam os demais terpenos com maior nimero de carbonos (extraida de
MENDES, 2007).

Os monoterpenos destacam-se como 0s principais terpenos constituintes de
Oleos essenciais e dependendo do componente majoritario, as plantas de uma
mesma espédie podem ser classificadas em diferentes quimiotipos (PASCUAL et al.,
2001a). A primeira monoterpeno sintase clonada em plantas, especificamente em
Mentha spicata, foi a limoneno sintase, responsavel pela sintese do mais simples
dos monoterpenos ciclicos derivado de GDP, o limoneno (COLBY et al., 1993). Por

sua vez, o limoneno serve como precursor para outrosS monoterpenos, como
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carvona, mentol, alcéol perila e perilaldeido (KARPet al., 1990;MCGARVEY e
CROTEAU 1995). A enzima que converte GDP em linalol, a linalol sintase (LIS), é
uma das terpeno sintases mais bem caraterizadas, sendo que o primeiro estudo a
reportar a clonagem do gene codificador dessa enzima foi realizado por Dudareva et
al. (1996). Posteriormente foi reportado em Ocimum basilicum, rico em citral, a
clonagem do gene codificador da enzima que sintetiza geraniol a partir de GDP, a
geraniol sintase-GES (IIJIMA et al., 2004).

Vérios estudos tém sugerido que os monoterpenos podem representar uma
nova classe de agentes a serem usados na prevencdo do cancer, o que é
especialmente importante nos casos de tumores altamente resistentes a
guimioterapia e também para minimizar os efeitos indesejados das drogas usadas
nos tratamentos atuais. Crowell (1999) publicou ampla revisdo sobre a atividade
antitumoral de monoterpenos e relatou que o monoterpeno limoneno tem essa
atividade j4 bem estabelecida, inibindo o desenvolvimento de vérios tipos de cancer,
como cancer de mama, de pele, de figado, de pulmdo e de estbmago. Além do
limoneno, outros monoterpenos com atividade antitumoral jA demonstrada sao
carvona, carveol, mentol, &lcool perila, citral e timol (CHAOUKIlet al., 2009;
MASTELIC et al. 2008; HE et al., 1997). Ainda com relagdo aos monoterpenos e seu
potencial antitumoral, Shoff et al. (1991) demonstraram que o monoterpeno geraniol
reduz o crescimento de linhagens celulares de leucemia e melanoma e que a
sobrevivéncia de camundongos apds a transferéncia de linhagens celulares de
leucemia é prolongada por dieta contendo geraniol. Adicionalmente, outros autores
demonstraram que o geraniol sintético possui atividade terapéutica in vitro e in vivo
para uma ampla variedade de tipos de céancer, incluindo hepatoma e céancer
pancreatico, para 0s quais existe pouco sucesso terapéutico e cancer de intestino,
que é altamente resistente a quimioterapia (YU et al., 1995; BURKE et al., 1997,
DUNCAN et al.,2004; CARNESECCHI et al.,, 2001 e 2002; ONG et al.,2006;
WISEMAN et al., 2006).

Os sesquiterpenos também sdo encontrados em 06leos essenciais, mas de
maneira menos expressiva que 0s monoterpenos. No entanto, sesquiterpenos
obtidos de diferentes espécies de plantas também tém demonstrado efeito citotoxico
sobre linhagens celulares tumorais de célon, mama, pulméo, melanoma e ovario e

mesmo efeito antimetastatico em modelo de tumor pulmonar em camundongos (GU
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et al., 2002; KIRANA et al. 2003; LEE et al. 2005; PARK et al. 2006; CHOI et al.
2004).

Os sesquiterpenos tém sido pouco estudados com relacdo ao seu potencial
antitumor, no entanto para farnesol tem-se observado efeitos de inducéo de parada
de ciclo celular e apoptose em diversos tipos de linhagens de células tumorais, além
de inibicdo da tumorogénese em alguns modelos animais, funcionando assim, de
maneira quimiopreventiva in vivo (CHAGAS et al. 2009; RIOJA et al.,, 2000;
WISEMAN et al., 2007; ONG et al., 2006). O efeito antiproliferativo de trans-nerolidol
foi testado em linhagens tumorais de mama e célon, mas exibiu baixa inibicdo (SUN
et al. 2010).

Apesar de estudos terem demonstrado o potencial anticancerigeno dos mono
e sesquiterpenos, deve ser ressaltado que suas vias moleculares de acdo ainda nao
foram completamente determinadas. Como exemplo, pode ser citado que estudos
anteriores sugeriram que a inibicdo da prenilacdo de proteinas, como as proteinas
Ras, pelos monoterpenos, poderia estar relacionada a sua atividade
anticancerigena. Contudo, estudos recentes tém sugerido que o principal alvo dos
monoterpenos nao seriam as proteinas Ras (CROWELL, 1999).

Adicionalmente, Wiseman et al. (2007) sugeriram que o efeito do geraniol e
do farnesol na prevencdo de céncer pancreatico ocorre através da inducdo de
p21°PL e p274P! inibidores do ciclo celular. Contudo para cancer de mama, nenhuma
mudanca na expressao de inibidores do ciclo celular foi observada (DUNCAN et al.,
2004). Ja Kim et al. (2011) observaram que geraniol induziu parada de ciclo celular e
apoptose em células prostaticas cancerosas PC-3 em cultura e in vivo. Também
modulou a expressao de varios reguladores do ciclo celular, reduzindo a expressao
de ciclinas A, B, D e E, de CDK1 e CDK4 e de Bcl-2 e elevando a expresséo de p21,
p27 e Bax. Ong et al. (2006) analisando o efeito quimiopreventivo também de
geraniol e farnesol, mas sobre neoplasia hepatica em ratos, detectaram que ambos
reduziram a lesdo pré-neoplasica hepatica, bem como a proliferacdo celular nesta
leséo e o dano ao DNA. Apenas geraniol aumentou a apoptose na area da leséo. Foi
detectado efeito apenas de farnesol inibindo a incidéncia e o niumero de nédulos
hepaticos por animal, reduzindo os niveis totais de colesterol plasmatico e
aumentando o0s niveis hepaticos do RNAm da HMG-CoA redutase. Estudos
anteriores detectaram que farnesol e geraniol diminuem a proliferagéo celular porque

inibem poés-transcricionalmente a atividade da enzima HMG-CoA redutase, com
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consequente reducdo na sintese de colesterol e intermediarios da via do
mevalonato, que sdo importantes para a farnesilacdo e geranilgeranilacdo protéica
de certos proto-oncogenes. Diferentemente das células normais, aguelas nas lesées
pré-neoplasicas e neoplasicas do figado perdem o mecanismo de regulacéo
transcricional decrescente da HMG-CoA redutase por estero e colesterogénese. No
entanto, nestas lesfes, esta enzima retém a sensibilidade a inibicdo mediada por
isoprendides (MO e ELSON, 2004; MCANALLY et al. 2003; GREGG et al. 1986).

Finalmente, estudos recentes tém fornecido fortes evidéncias que indicam
que certos agentes anticancerigenos geram reactive oxygen species (ROS) que
iniciam uma traducéo de sinal que culmina na inibicdo do ciclo celular e/ou morte
celular programada (ANTOSIEWICZ et al., 2008). Essa producdo de ROS pelo
farnesol ja foi observada em leveduras (MACHIDA et al. 1998; MACHIDA e TANAKA
1999). Joo e Jetten (2010) revisaram mecanismos de acdo do farnesol. Destacaram
gue sua regulacéo se da também através da enzima fosfocolina citidililtransferase a,
gue atua na sintese de fosfatidilcolina. Em alguns tipos celulares a acdo é mediada
através de receptores nucleares, incluindo a ativacdo do receptor farnesoide X
(FXR) e dos receptores ativadores da proliferacdo de peroxissomos. Também foi
descrito que farnesol promove a inducéo de estresse de reticulo endoplasmatico e
subsequente ativacdo de erro no dobramento protéico, tendo, assim, um critico
papel na inducdo da apoptose em células de carcinoma de pulméo. Essa inducéo é
dependente da ativacdo das vias MEK 1/2- ERK 1/2 (JOO et al. 2007).

2.4 MicroRNAs E CANCER

Os microRNAs (ou miRNAs) maduros sao pequenas moléculas de fita simples
de RNA com aproximadamente 20 a 23 nucleotideos que controlam a expressao
génica em muitos processos celulares. Foram inicialmente descritos, ha pouco mais
de 20 anos, com a identificagdo dos miRNAs lin-4 e let-7 como controladores do
desenvolvimento de Caenorhabditis elegans. Os microRNAs sdo frequentemente
expressos como um transcrito policistronico e diversos deles se encontram em

clusters no genoma e sao co-expressos. O microRNA maduro é obtido de um
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processo com varias etapas. E extraido do primeiro transcrito, o pri-miRNA, que
conttm um ou mais hairpins precursores com 70 nucleotideos, através de
promotores proprios ou divididos com genes em codificagcdo (Figura 3). Essa
estrutura com hairpins é reconhecida no nucleo pela DGCRS8, uma proteina de
ligacdo a RNA de fita dupla (dsRBP), ligada a RNASEN, também chamada de
Drosha e o pre-miRNA é produzido. Essas moléculas sdo entdo transportadas para
o citoplasma pela exportina 5, onde séo processadas pela Dicer em complexo com a
dsRBP TRBP e/ou PRKRA para produzir um RNA intermediario de fita dupla,
composto pelo microRNA maduro e uma sequéncia complementar. Enquanto o
microRNA maduro € carregado dentro da proteina Argonauta/EIF2C, que forma o
core do complexo ribonucleoproteina contendo miRNA (miRNP), ou pode formar
também um complexo referido como complexo silenciador induzido por microRNA
(miRISC), a sequéncia complementar é liberada e degradada. Esse complexo que
contém proteinas da familia das argonautas medeiam o reconhecimento do RNAmM
alvo. Este RNAmM alvo é reconhecido principalmente pelo pareamento do microRNA
a sequencia complementar localizada principalmente na regido 3'UTR, mas também
em regides codificantes. Os miRNPs conduzem a uma desestabilizacdo do RNAm
alvo de diversas maneiras, como decapping e desadenilacdo, ja os mMIRISC
promovem a clivagem do RNAm alvo (Figura 3) (VENTURA E JACKS, 2009;
FARAZI et al., 2011).
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Figura 3. Biogénese dos microRNAs. O transcrito gerado pela RNA polimerase Il, pri-microRNA é
clivado pelo complexo Drosha/DGCR8 formando o hairpin pre-microRNA. A exportina 5 conduz a
estrutura para o citoplasma onde DICER/TRBP geram o microRNA maduro ainda em fita dupla. Com
a associacdo ao complexo protéico com argonautas uma fita é dragada e o microRNA maduro pode
atingir seu RNAm alvo induzindo sua clivagem ou desestabilizacBes(adaptada de WINTER et al.
2009).

Com 21.264 entradas atualmente no banco de dados miRBase, o0s
microRNAs vém sendo ainda amplamente descobertos e pesquisados e, além disso,
crescentes evidéncias indicam que essas moléculas sao, de fato, reguladores chave
de varios processos biologicos fundamentais. Devido a este papel regulatério, de
diversas maneiras, os microRNAs podem afetar a tumorogénese. Muitos trabalhos
tém mostrado que a expressao de miRNAs encontra-se desregulada em muitos tipos
de cancer humano. Por exemplo, Johnson et al. (2005) demonstraram que a

expressao do miRNA let-7c é mais baixa (down-regulada) em células de cancer de
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pulmdo do que em células ndo-tumorais, enquanto a proteina Ras teve seu nivel
significativamente aumentado. Esses resultados juntamente com a observacao de
que a regido 3 nao traduzida do RNAm de Ras contém multiplos sitios
complementares do miRNA let7c, sugerem que o este miRNA regula a proteina Ras.
Como supracitado, alguns estudos identificaram a proteina como um potencial alvo
dos monoterpenos, sendo assim indicada como responsavel pela atividade
anticancerigena desses compostos.

Cimmino et al. (2005) observaram que os miRNAs mir-15 e mir-16 quando
deletados ou menos expressos em leucemia suprimem BCL2. Foi demonstrado que
0os mMiIRNAs mir-17-5p e mir-20a controlam o balanco entre morte e proliferacao
celular regulando negativamente a expressao do E2F1, que € um dos promotores da
progressao do ciclo celular, regulado pelo proto-oncogene c-Myc (O’'DONNEL et al.,
2005). A expressdo ou funcdo desregulada de c-Myc, € uma das anormalidades
mais comuns em tumores humanos. Recentemente, Foekens et al. (2008)
demonstraram que o0s mMIRNAs mir-7 e mir-516-3p estdo significantemente
associados com eventos relacionados ao ciclo celular em cancer de mama. O mir-7
relaciona-se a transicdo G2-M e o0 mir-516-3p as ciclinas e aos reguladores de ciclo
celular, como p21°P* e p274**, inibidores de complexos ciclina-CDKs.

As alteracdes na expressdo dos microRNAs em células tumorais estédo
relacionadas a diferentes fatores. Polimorfismos ou muta¢des, por exemplo, podem
interferir no sitio de ligacdo alvo em RNAs. Foi observado um polimorfismo G>C na
regido 3’ UTR de CD86 que reduziu a afinidade de ligacdo do microRNA mir-582, o
gque parece estar associado a um aumento no risco de desenvolvimento de cancer
colorretal. Esses resultados podem ser explicados jA que 0 aumento nos niveis de
CD86 favorecem um microambiente inflamatoério que predispde a este tipo de cancer
(AGOSTINI et al.,, 2010). As metilagbes também podem estar relacionadas as
alteracbes no perfil de expressdo dos microRNAs. Lujambio et al. (2008)
demonstraram que o miR-124a encontra-se localizado préximo a uma ilha CpG e
esta metilado em tecidos com cancer de célon e ndo metilado em tecidos de célon
normal.

Outro exemplo esta relacionado a alguns estudos que realizaram transfeccao
de precursores de determinado microRNA deficiente em células tumorais e
observaram efeitos relacionados a diminuicdo nos niveis das proteinas de seus

MRNAs alvos. Michael et al. (2003) transfectaram o precursor de miR-143 em
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células epiteliais cancerosas de colon deficientes deste microRNA. Observaram,
entdo, uma diminuicdo da proteina ERK5, sugerindo que o miR-143 inibe ERK5. De
forma semelhante Akao et al. (2006) transfectaram let-7a-1 (precursor de let-7) em
células da linhagem DLD-1 de cancer de célon com baixos niveis de let-7 e uma
significativa supresséo do crescimento celular foi observada. Além disso, conforme
relacdo destacada anteriormente, os niveis das proteinas RAS e c-myc foram
reduzidos, mas a quantidade de seus mRNAs ndo mudou.

O microRNA let-7 foi o primeiro microRNA detectado como ativamente
envolvido na formagao de cancer, por isso existem tantos estudos demonstrando
sua relagdo e a de outros microRNAs da mesma familia nesta doenca. Em
melanoma, por exemplo, foi mostrado que o miRNA let-7b tem como alvos, de
maneira direta e indireta, reguladores do ciclo celular. Mais uma vez, experimentos
com este miRNA transfectado para células de melanoma demonstraram uma
redugcédo na expressao das ciclinas A, D1, D3 e na ciclina dependente de quinase
CDK 4, desacelerando o ciclo celular, o que foi demonstrado por uma diminuicdo no
namero de células melanoma na fase S e um aumento do numero de células na fase
G1 (MUELLER e BOSSERHOFF 2009).

Levy et al. (2010), também em estudo relacionado a melanoma, reportaram
que a supressao deste tipo de tumor ndo é mediada pela melastatina, que se
acreditava ser supressora de tumor por ser down-regulada neste tipo de cancer, mas
sim pelo microRNA miR-211 localizado dentro de um intron do gene da melastatina.
O aumento da expressao de miR-211 e ndo da melastatina reduziu a migracao e a
invasdo de melanomas humanos caracterizados por baixos niveis de melastatina e
miR-211.

Relacionado ao cancer de mama, Ma et al. (2010) mostraram que miR-9
encontra-se up-regulado em células deste tipo de cancer e tem como alvo 0 mRNA
que codifica caderina E, levando, desta forma, a um aumento da motilidade e
invasividade celular devido a diminuigdo desta proteina de adeséo. Além disso, com
essa diminuicdo de caderina E, tem-se como resultado a ativacéo da sinalizagao por
B-catenina, o que contribui para um aumento na expressédo do gene que codifica o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que leva, em parte, ao aumento da
angiogénese tumoral.

Trabalhos recentes tém destacado o uso dos microRNAS em estratégias

terapéuticas. Em revisdo, Garzon et al. (2010) lista o uso dos microRNAs como
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genes supressores de tumor, através de estratégias terapéuticas baseadas
principalmente em vetores e drogas, e como oncogenes, atraves do uso de
oligonucleotideos antisense e drogas. Além disso, Komatsu et al. (2011) discute o
uso de microRNA circulante no plasma de pacientes com cancer como um
biomarcador para esta doenca.

No Brasil, diferentes espécies de Lippia apresentam uma ampla diversidade
de quimiotipos com potenciais medicinais ja difundidos no pais e encontram-se
distribuidas em vérias regides, incluindo Minas Gerais. Para algumas ja foi reportada
potencial atividade anticancerigena, sendo varios dos monoterpenos efetivos contra
tumores, componentes majoritarios do Oleo essencial dessas plantas. Assim, o
género Lippia torna-se um excelente modelo para estudos que visam o melhor
entendimento da relagdo entre os componentes de seus 0leos essenciais e suas
propriedades farmacolégicas, especificamente no que se refere ao seu potencial

anticancerigeno.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a potencial propriedade farmacologica como agente
anticancerigeno dos compostos presentes no 0Oleo essencial de cinco diferentes

espécies do género Lippia (Verbenaceae).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a composicdo do Oleo essencial obtido de folhas de L. alba
guimiotipos geraniol e carvona, L. sidoides, L. salviifolia, L. rotundifolia e L. lacunosa,

para verificar a presenca e quantidade de terpenos.

Avaliar a atividade do 6leo essencial das cinco espécies de Lippia sobre a
viabilidade celular de diferentes tipos de cancer: pele, célon, mama e pulmao, que

estdo dentre os mais incidentes no Brasil.

Investigar a atividade do O6leo essencial das cinco espécies de Lippia no
bloqueio da transicdo de fases do ciclo celular em linhagens tumorais dos tipos de

cancer supracitados.

Avaliar a morte celular causada com a acdo dos Oleos essenciais das
espécies de Lippia sobre as referidas linhagens celulares através da identificacdo de

apoptose.

Investigar os mecanismos moleculares de acdo dos componentes do Oleo
essencial das espécies de Lippia com potencial anticancerigeno, através da

expressao de microRNAs nas linhagens tumorais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas frescas foram coletadas, pela manha ou no final da tarde, em dias néo
chuvosos, de cinco espécies de Lippia - L. alba quimiotipos geraniol e carvona, L.
sidoides, L. salviifolia, L. lacunosa e L. rotundifolia - da Estacdo Experimental
localizada no campus da Universidade Federal de Juiz de Fora, MG (Figura 4). As
coletas foram realizadas no periodo de outubro de 2009 a fevereiro de 2010 e de
novembro a dezembro de 2010. Amostras dos espécimes de Lippia avaliados neste

estudo estdo depositadas no Herbario do Departamento de Botanica da

Universidade Federal de Juiz de Fora.

Figura 4. Fotos ilustrativas de Lippia. Espécimes de Lipia dos quais as folhas foram coletadas para
a extracao dos 6leos essenciais. A: L.alba quimiotipo geraniol; B: L. alba quimiotipo carvona; C: Lippia
sidoides D: Lippia salviifolia; E: Lippia lacunosa e F: Lippia rotundifolia
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4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Os dleos essenciais das folhas frescas de cada espécie de Lippia foram
obtidos separadamente por hidrodestilacdo por 2 horas em aparato do tipo
Clevenger. Os 6leos foram mensurados e aliquotas de 5mg de cada um foram
armazenadas a -80°C em frascos selados cobertos por folha de papel aluminio. Para
cada um dos ensaios realizados descritos a seguir, uma aliquota foi descongelada e
dissolvida em DMSO (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 4% formando uma solucdo
trabalho de 1 mg/mL.

4.3 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA/ESPECTROMETRIA DE MASSA

A composicdo quimica dos 6leos essenciais de cada espécie de Lippia foi
determinada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
realizada em aparelho Shimadzu QP5050A, equipado com coluna PTE-5 Supelco
(30m x 0,25mm x 0,25um). O géas de injecdo foi o nitrogénio (1 mL/min). A
temperatura na coluna variou de 30°C a 250°C. A razdo de split foi de 1:20 e a
temperatura do injetor e a de interface foi de 250°C. O tempo total de andlise foi
39,17 minutos com um fluxo de 19,8 mL/min. indices de Kovats foram calculados a
partir dos tempos de retencdo gerados da andlise de cada 6leo em comparacao a
solugdo padréo de alcanos Cg-Cy que foi analisada simultaneamente. Os
componentes dos 6leos foram determinados de acordo com comparacdes com o
banco de dados de espectros Shimadzu e aqueles de Adams (1995). A quantidade

de compostos foi definida pela integracéo da area dos picos dos espectrogramas.
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4.4 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

Células das linhagens tumorais MeWo (melanoma de pele; Homo sapiens;
cedidas pelo Dr. Ricardo R. Brentani, Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o cancer,
SP), CT26.WT (carcinoma de célon; Mus musculus; cedidas pela Dra. Luciola
Bastos do Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB/UFMG, Belo Horizonte), A549
(carcinoma de pulméo; Homo sapiens; obtidas do Banco de células do Rio de
Janeiro); MDA MB-231 (adenocarcinoma de glandula mamaria; Homo sapiens;
cedidas pelo Dr. Ricardo R. Brentani, Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o cancer,
SP); CACO-2 (adenocarcinoma colorretal; Homo sapiens; obtidas do Banco de
células do Rio de Janeiro, UFRJ) e da linhagem normal utilizada como controle
CHO-K1 (ovario; Cricetulus griseus — hamster chinés; obtidas do Centro
Panamericano de Febre Aftosa, RJ) foram cultivadas em meio apropriado a 37°C em
estufa com 5% de CO,. Para MeWo, CT26.WT, MDA MB-231 e CHO-K1 utilizou-se
meio RPMI 1640 pH 7,4 (Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS), 0,1 mg/mL de ampicilina, 0,1 mg/mL de kanamicina, 0,005 mg/mL de
anfotericina, 0,2% de NaHCOg3; e 0,2% de HEPES (Sigma, St. Louis, MO, USA). Para
A549 e CACO-2 utlizou-se meio DMEM (Cultilab, Campinas, SP, Brasil)
suplementado com 10% FBS, 0,1 mg/mL de kanamicina, 0,005 mg/mL de
anfotericina e 0,37% NaHCO3.

4.5 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade de todos os seis Oleos foi mensurada utilizando-se o0 ensaio
colorimétrico por MTT [(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Células de cada umas das seis linhagens citadas
anteriormente foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 2x10°
células/poco em 100 pL de meio supracitado adequado para cada célula
suplementado com 10% de FBS. Apdés 24 h de incubagéo a 37°C, as células foram

novamente tratadas com meio adequado suplementado com 10% de FBS, mas
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contendo também diferentes concentracbes dos seis Oleos essenciais
separadamente. As solucdes de trabalho de cada 6leo essencial foram diluidas em
quatro diferentes concentragdes, 0,1 pug/mL, 1 pg/mL, 10 pug/mL e 100 pg/mL. Apos
72 horas de incubacdo a 37°C, o meio foi descartado e 10 pL de solucéo (5 mg/mL
em PBS) de corante tetrazélio (MTT) foi adicionado a cada poco. As células foram
incubadas a 37°C por 4 h. O meio foi descartado e 100 pL de DMSO foram
adicionados por cinco minutos para dissolver os cristais de formazina formados. A
microplaca foi agitada lentamente por 5 min e lida em leitor de microplaca TP-reader
(Thermoplate) a 540 nm. As amostras de controle negativo continham até 0,4% de
DMSO, equivalente a porcentagem encontrada na maior concentracdo avaliada. As
amostras de controle positivo continham 5-fluorouracila (5-FU), um analogo da
pirimidina uracila e um dos mais antigos agentes anticancer (Casale et al., 2004), em
quatro diferentes concentracdes 0,1 uM, 1 uM, 10 uM e 100 pM. O controle branco
continha apenas meio suplementado com 10% de FBS. A cada placa, todas as
amostras eram repetidas seis vezes e todos os ensaios de MTT foram realizados em
diferentes experimentos independentes. A viabilidade celular foi calculada através da
seguinte equacédo: A/C x 100, sendo “A” a média aritmética das D.O.s de cada
amostra e “C” a média aritmética das D.O.s observadas no controle negativo. Os
valores da viabilidade celular foram utilizados para calcular a concentracdo que
corresponde a 50% de morte celular (IC50), através de regressao linear usando o

software Sigma Plot 10.0 (Systat Software, Inc.).

Os valores de IC50 puderam ser obtidos para quatro espécies de Lippia (L.
alba quimiotipo geraniol: 50 pg/mL, L. sidoides: 19 pg/mL, L. rotundifolia: 36,3 pg/mL
e L. salviifolia: 30,2 pg/mL), e foram utilizados para todos os experimentos

subsequentes, a menos que indicado de outra maneira.

4.6 ANALISE DO CICLO CELULAR

O efeito dos 6leos essenciais sobre o ciclo celular foi avaliado apenas para
aguelas linhagens e 6leos essenciais selecionados ap0s o0 ensaio de citotoxicidade

(IC50 obtidas e inibicdo celular acima de 50% na concentragcdo de 100 pg/mL),
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sendo L. alba quimiotipos geraniol e carvona, L. lacunosa, L. rotundifolia e L.
salviifolia sobre a linhagem celular MeWo e L. alba quimiotipo geraniol, L. sidoides,
L. rotundifolia e L. salviifolia sobre a linhagem celular CT26.WT. Células de
CT26.WT e MeWo, em experimentos independentes, foram semeadas em placas de
24 pocos na densidade de 2 x 10* células/poco em RPMI. Apés 24 h de incubacéo a
37°C com 5% de CO, ou apoés atingirem 50% de confluéncia as células foram
tratadas com RPMI suplementado com 10% de FBS contendo as solu¢des de 6leos
essenciais. As amostras de controle negativo continham 0,4% de DMSO. As
concentracbes de cada Oleo testadas foram 10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml e 150
pg/ml ou 200 pg/ml, de acordo com estudos prévios (HE et al., 1997,
CARNESECCHI et al., 2001; DUNCAN et al., 2004; WISEMAN et al., 2007; JOO et
al., 2007; MASTELIC et al., 2008; MESA-ARANGO et al., 2009; JOO e JETTEN,
2010; SUN et al., 2010; HUSSAIN et al 2010; KIM et al., 2011;). As células foram
expostas por 12 e 24 h ao tratamento com o Oleo essencial e controles. A reducao
de tempo de exposicdo e 0 aumento das concentracfes dos Oleos essenciais com
relacdo ao que foi utilizado no teste de citotoxicidade aconteceram pelo fato de
alteracdes de ciclo celular ser uma etapa inicial em um possivel caso de morte
celular. No entanto, foi também feita uma analise de ciclo celular em CT26.WT com
solucdes dos 6leos essenciais com as concentragdes das IC50 obtidas no teste de
citotoxicidade com exposicédo de 72 h. Prosseguindo o ensaio, tratamento e controle
foram, entédo, retirados e as células foram ressuspendidas em 300 pL de solucéo
HFS (0,05% de iodeto de propideo, 1% de citrato de sddio 0,5% de triton X 100 e
100 mL de &gua destilada qg.s.p.) (Sigma, St. Louis, MO, USA). As células foram
incubadas por 2 h a 4°C. O conteudo de DNA das células coradas foi analisado
utilizando-se FACScan (Becton Dickinson, Immunocytometry Systems, San Jose,
CA, USA) e o programa CellQuest (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Os
histogramas exibindo as distribuicdes das fases do ciclo celular de células em
GO0/G1, S, G2/M e sub-G1 (usado como medida de células apoptéticas) foram
analisados pelo programa FlowJo versdo 7.6.4 (Treestar, Inc., San Carlos, CA).
Todos os ensaios foram realizados pelo menos trés vezes, e no minimo 15.000
eventos por amostra foram analisados. Para verificar a existéncia de diferencas
estatisticas entre as amostras empregou-se ANOVA seguido por teste de Bonferroni
através do software GraphPad Prism versao 5 (GraphPad Software Inc., San Diego,

CA). Diferengas de p<0,05 foram consideradas significativas.
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4.7 ENSAIO DE APOPTOSE POR TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling)

Para verificar a fragmentacdo do DNA como um indicativo de apoptose,
foi realizada marcacédo utilizando-se o kit APO-BrdU TUNEL (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Essas analises foram
realizadas em células da linhagem MeWo, cultivas em garrafas de 60 mL em RPMI
suplementado com 10% de FBS, sendo trés garrafas para cada tratamento, tratadas
por 24 h, com 6leo essencial de L. alba quimiotipos geraniol (200 pg/mL) e carvona
(100 pg/mL) e L. lacunosa (100 pug/mL), de acordo com resultados positivos para
presenca da fracdo sub-G1 nos experimentos de analise do ciclo celular
supracitados. Ainda um segundo ensaio foi realizado, com as mesmas condi¢des do
ensaio anterior, porém empregando tratamento de 12 h de exposicdo a solucdo de
200 pg/mL do 6leo essencial de L. alba quimiotipo geraniol em células de MeWo
cultivadas em garrafas de 200 mL. Parte das células deste ensaio foram
armazenadas e posteriormente utilizadas para o ensaio de andlise da expressao de
miRNAs. Em todos os experimentos foi utilizado controle negativo em triplicata,
contendo meio RPMI, suplementado com 10% de FBS, e 0,4% de DMSO. Apos
tratamentos, as células foram fixadas com 1% de paraformaldeido em PBS e
colocadas no gelo por 15 min. Foram, entdo, centrifugadas, lavadas com 5 mL de
PBS duas vezes e ressuspendidas com PBS mais etanol gelado a 70% (v/v). As
células fixadas e permeabilizadas foram coradas com tampé&o enzimatico contendo a
terminal deoxinucleotidil transferase (TdT) e BrdUTP. As células lavadas foram
incubadas por 30 min em solugdo de anticorpo anti-BrdU marcado com Alexa Fluor
488. Finalmente, as células foram incubadas por 30 min protegidas da luz com a
solucdo de coloracdo de 0,5 mL de iodeto de propideo/RNase A. As células foram
analisadas utilizando-se FacScan (Becton Dickinson) e os programas CellQuest (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA) e FlowJo versao 7.6.4 (Treestar, Inc., San Carlos,
CA).
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4.8 ANALISE DE MicroRNA

Células de CT26.WT e MeWo tratadas e ndo tratadas (controle negativo)
foram semeadas em trés diferentes garrafas de 60 mL (CT26.WT) e 200 mL (MeWo)
em RPMI suplementado com 10% de FBS. Apds 24 h de incubacdoa 37°C em 5%
de CO, ou até as células terem atingido 50% de confluéncia, elas foram tratadas
com RPMI, suplementado com 10% de FBS, contendo os 0leos essenciais, nas
solugbes, para CT26.WT, de 100 pg/mL de L. alba geraniol, L. lacunosa, L.
rotundifolia e L. sidoides e para MeWo a mesma solucéo descrita anteriormente em
ensaio de TUNEL, 200 pg/mL de L. alba quimiotipo geraniol. As células de CT26.WT
e MeWo foram incubadas por 12 h. Posteriormente, as células de cada garrafa de
MeWo foram divididas e submetidas ao ensaio do TUNEL, da andlise do ciclo celular
e da expressao de microRNA, ja as células de CT26.WT foram todas armazenadas
para analise da expressdo dos microRNAs. Na linhagem MeWo, apenas as células
tratadas com L. alba geraniol por 12 h foram submetidas ao experimento de

microRNA devido ao resultado positivo do ensaio de TUNEL, indicativo de apoptose.

Para as analises de microRNA as células foram submergidas em RNAlater
(Ambion Inc., Austin, TX, USA) e armazenadas a 4°C por 24 h e posteriormente
transferidas para -80°C. O RNA total foi isolado utilizando-se mirVana miRNA
isolation kit (Ambion Inc., Austin, TX, USA), de acordo com as orientacdes do
fabricante. O RNA foi quantificado no Espectrofotdbmetro NanoDrop ND-100
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) e a qualidade da extracdo foi
avaliada pelo kit Agilent Small RNA Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
no aparelho Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
O kit Cancer MicroRNA gPCR array with Quantimir (System Biosciences, Mountain
View, CA, USA ), para perfil de expressdo de 95 microRNAs relacionados a
apoptose, progressao celular, desenvolvimento e cancer, foi utilizado para examinar
a expressao diferencialde miRNAs nos pools formados por células de CT26.WT
tratadas pelos 6leos essenciais e nédo tratadas (controle negativo) coletadas das trés
garrafas de 60 mL independentes e para amostras separadas em duplicata de
controle negativo e tratamento em MeWo. A transcricdo reversa dos microRNAs

empregou a tecnologia Quantimir cDNA que converte pequenos RNAs em cDNAs. O
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perfil dos microRNAs foi obtido de acordo com as instrugbes do fabricante. Os
primers forward utilizados neste estudo foram desenhados para serem a exata
sequéncia dos microRNAs e estdo listados na base de dados miRBase
(http://www.mirbase.org). O real-time PCR foi realizado em condi¢cdes padrédo de
corrida (40 ciclos, 60°C anelamento/extensdo) no ABI Prism 7300 Sequence
Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com as
direcGes do fabricante do kit. As amostras foram normalizadas para o transcrito U6 e
analisadas com o software REST 384 por teste de realocacdo randomizada fixa de
pares (PFAFFL, HORGANL e DEMPFLE, 2002) e pelo método de AACt. Os valores
de expressao relativa sdo mostrados como média * erro padrdo e diferencas com

p<0,05 foram consideradas significativas.
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5 RESULTADOS

5.1 COMPOSICAO DOS OLEOS ESSENCIAIS OBTIDOS DAS CINCO ESPECIES
DE Lippia

Os oOleos essenciais das espécies de Lippia foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) e a Tabela 1
apresenta 0s componentes majoritarios identificados em cada 6leo nas duas
andlises realizadas, referentes aos dois periodos de extracdo. Ao todo, 19
compostos principais foram destacados. Os 6leos de Lippia apresentaram um perfil
formado por diversos componentes em pequenas quantidades e alguns poucos
destacados com altos percentuais. Tais compostos perfazem aproximadamente 50 a

90% do conteudo do 6leo essencial (Tabela 1).

Lippia alba quimiotipo geraniol exibiu como majoritarios os compostos
geranial, citral, limoneno e elemol. J& o quimiotipo carvona exibiu carvona, limoneno
e germacreno D. Para L. sidoides os compostos mais abundantes foram timol e o-
cimeno. L. salviifolia na primeira extragdo apresentou o0s majoritario nerolidol,
germacreno D e (E)-cariofileno, j& na segunda extracdo houve uma diferenca entre
esses compostos principais, sendo eles [(-pineno, sabineno, epi-a-bisabolol,
germacreno D e limoneno. Para L. rotundifolia, diferencas entre os majoritarios
também foram observadas entre a primeira e a segunda extracdo, sendo eles [3-
mirceno, farnesol (E,Z), farnesol (E,E) e farnesol (Z,Z) na primeira e -mirceno, [3-
pineno, a-felandreno e limoneno na segunda. Em L. lacunosa os principais
compostos foram mircenona e B-mirceno. Diferencas percentuais foram observadas
dentre os compostos, com algumas inversdes dentre o primeiro e segundo
majoritarios comparando as duas extracfes. Vale destacar que os percentuais sao
relativos as quantidades dos demais compostos da mesma amostra retidos e
selecionados. Portanto em uma extragdo com poucos compostos demarcados para
analise, como na segunda (Tabela 1), os percentuais tornam-se maiores. NO

entanto, os perfis cromatograficos das substancias presentes nos 6leos de ambas as
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extracbes sdo muito semelhantes, alterando a altura de alguns picos devido as
diferencas de quantidades dos compostos. Apenas o0 ensaio antiproliferativo foi
realizado com Oleos da primeira ou da segunda extracdo. Todos 0os demais ensaios
— ciclo celular, TUNEL e anélise de microRNAs — foram realizados apenas com

Oleos da segunda extragéo.

Tabela 1

Componentes majoritarios (percentuais acima de 6%) presentes no 6leo essencial de L. alba
quimiotipo geraniol, L. alba quimiotipo carvona, L. sidoides, L. salviifolia, L. rotundifolia e L. lacunosa
em duas extra¢des (outubro de 2009 a fevereiro de 2010 - 12 extr. - e de novembro a dezembro de
2010 - 22 extr.) (IK: indice de Kovats)

Componente IK L. alba (geraniol) | L. alba (carvona) L. sidoides L. salviifolia L. rotundifolia L. lacunosa
13 extr. | 22 extr. | 18 extr. | 23 extr. [ 13 extr. [ 22 extr. [ 13 extr. [ 22 extr. [ 128 extr. | 22 extr. | 13 extr. | 22 extr.

Sabineno 976 - - - - - - - 13,12 - - - -
B-Pineno 980 - - - - - - - 17,22 - 16,3 - -
B-Mirceno 991 - - - - - - - - 18,48 52,39 | 19,47 53,52
a-Felandreno 1005 - - - 13,27 - -
o-Cimeno 1022 - - - - 10,89 30,08 - -
Limoneno 1031 9,62 22,43 | 21,34 55,98 - - 6,81 - 10,94 - -
Mircenona 1148 - - - - - - - 58,57 25,41
Citral 1240 26,13 20,54 - - - -
Carvona 1242 - - 48,35 32,26
Geranial 1270 36,53 29,24 - - - -
Timol 1290 - - 63,2 38,42 -
(E)-Cariofileno 1418 - - - - - - 7,06 -
Germacreno D 1480 - - 7,91 - - - 18,3 8,33
Elemol 1549 8,24 - - - - - - -
Nerolidol 1564 - - - - - - 49,22 -
Epi-a-bisabolol 1686 - - - - - - - 11,13 -
Farnesol (Z,2) 1713 - - - - - - - 10,6
Farnesol (E,E) 1722 - - - - - - - - 10,91
Farnesol (E,Z) 1742 - - - - - - - - 16,47 - - -
TOTAL 80,52 72,21 77,6 88,24 74,09 68,5 74,58 56,61 56,46 92,9 78,04 78,93
NP EDERPeETD 17 7 16 5 13 8 21 16 27 5 15 4
retidos selecionados

5.2 EFEITO ANTIPROLIFERATIVO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS ESPECIES
DE Lippia CONTRA AS LINHAGENS CELULARES TUMORAIS

Foi realizado ensaio de metabolizacdo do difenil tetrazélio (MTT) com os
seis diferentes Oleos de Lippia sobre as cinco linhagens de células tumorais (MeWo,
CT26.WT, A549, MDA MB-23 e CACO-2) e a linhagem de célula normal (CHO-K1)
com tratamentos em quatro diferentes concentrac¢des, 0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL

e 100 pg/mL. As amostras de controle negativo continham 0,4% de DMSO, que é
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equivalente a porcentagem encontrada na maior concentragdo avaliada. As
amostras de controle positivo continham 5-FU em quatro diferentes concentracdes,
0,1 uM, 1 pM, 10 uM e 100 puM. Apos 72 h a viabilidade celular foi avaliada e
puderam ser obtidos IC50 (concentracdo que corresponde a 50% de letalidade
celular) a partir da acédo dos 6leos de L. alba, quimiotipos geraniol e carvona, e L.
lacunosa sobre a linhagem celular MeWo, de L. sidoides, L. salviifolia e L.
rotundifolia sobre a linhagem celular CT26.WT e L. alba, quimiotipo carvona, sobre a
linhagem Ab49. (Tabela 2). Excetuando-se a linhagem CACO-2, em todas as

demais, o controle positivo empregado alcancou nivel de IC50.

Tabela 2
Valores de IC50 obtidos apds ensaio antiproliferativo dos 6leos de Lippia sobre as linhagens de
células tumorais e a linhagem normal.

Valores de IC50 (ug/mL)

Linhagens

g L. alpa L. alba L. sidoides |L. salviifolia [ L. rotundifolia | L. lacunosa 5-FU
(geraniol) | (carvona)
MeWo 54,9 15,8 - - - 50,1 8,3*
. CT26 - - 19,1 30,2 36,3 - 7,9
Tumorais

Ab49 - 47,8 - - - - 8,3
MDA MB-23 - - - - - - 7,6
Normal CHO-K1 - - - - - - 79,4

* Valor médio obtido da repetigdo de trés ensaios .

Tabela 3
Valores obtidos para inibicdo celular acima de 50% na concentragdo de 100 pg/mL apds ensaio
antiproliferativo dos 6leos de Lippia sobre as linhagens de células tumorais e a linhagem normal.

Porcentagem de inibicdo acima de 50% na concentragdo de 100 pg/mL

Linhagens

g L. alpa L. alba L. sidoides |L. salviifolia [ L. rotundifolia | L. lacunosa 5-FU
(geraniol) | (carvona)
MeWo 64,4 75,4 - 97,0 81,8 86,1* 83,7*
. CT26 57,6 - 83,7 59,9 59,9 - 84,6
Tumorais

Ab49 - 64,5 - - - - 81,1
MDA MB-23 - - - - - - 76,7
Normal CHO-K1 - - - - - - 57,9

* Valor médio obtido da repetigdo de trés ensaios .
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De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (National Cancer Institute) dos
Estados Unidos, sdo considerados citotoxicos extratos vegetais crus com IC50
menores que 30 pg/mL (MESA-ARANGO et al. 2009; HENNEBELLE et al. 2008).
Desta forma seriam considerados citotoxicos apenas os 6leos de L. alba quimiotipo
carvona sobre a linhagem MeWo (15,8 pug/mL) e o oOleo de L. sidoides sobre a
linhagem CT26.WT (19,05 pg/mL). O 6leo de L. salviifolia em CT26.WT (30,2 pg/mL)
estaria no limiar deste nivel estabelecido. O controle positivo 5-FU foi citotoxico
sobre todas as linhagens tumorais, no entanto, por ser uma substancia ja
empregada no tratamento do cancer, exibiu seletividade, ndo atingindo niveis
citotéxicos de IC50 sobre a linhagem celular normal testada, CHO-K1. Os déleos
essenciais de Lippia também ndo comprometeram a viabilidade celular da linhagem
normal (Tabela 2 e Apéndice A). Esta seletividade é uma importante caracteristica
para substancias antitumorais, uma vez que 0 ndo comprometimento das células

sadias é, atualmente, um dos maiores desafios das terapias anticancerigenas.

O objetivo deste ensaio de citotoxicidade foi realizar uma selecao inicial entre
0s seis Oleos buscando-se quais deles comprometeriam a viabiliadade celular e de
quais linhagens. Por conta deste objetivo, além do parametro IC50, foi utilizado
também para a realizagdo deste screening, um outro parametro, a capacidade dos
Oleos essenciais testados de promoverem uma inibicdo do crescimento celular maior
que 50% sob efeito da concentracdo de 100 pg/mL (Tabela 3). A partir desta andlise
e dos IC50 obtidos foram selecionados, entdo, para testes subsequentes de
progressdo do ciclo celular, 6leos essencias de L. alba, quimiotipos geraniol e
carvona, L. lacunosa, L. rotundifolia e L. salviifolia para a linhagem celular MeWo e
L. alba quimiotipo geraniol, L. sidoides, L. rotundifolia e L. salviifolia para a linhagem
celular CT26.WT.
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5.3 EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS ESPECIES DE Lippia NA
PROGRESSAO DO CICLO CELULAR DAS LINHAGENS TUMORAIS MEWO E
CT26.WT

A Tabela 4 e a Figura 5 apresentam o efeito do 6leo essencial de L. alba
guimiotipo geraniol, L. alba quimiotipo carvona, L. rotundifolia e L. lacunosa sobre a
progressdo do ciclo celular de células da linhagem MeWo. Ja as Tabelas5e 6 e a
Figura 6 apresentam o efeito estatisticamente significativo do 6leo essencial de L.
alba quimiotipo geraniol, L. sidoides, L. salviifolia e L. rotundifolia sobre a progressao
do ciclo celular de células da linhagem CT26.WT, além do teste de 72 h com

concentracdes do ensaio de MTT e baseadas na literatura.

Tabela 4

Porcentagem populacional de células da linhagem MeWo nas fases sub-G1 (DNA sub-dipléide),
G0/G1, S e G2/M do ciclo celular submetidas a tratamento com os 6leos essenciais de L. alba
guimiotipo geraniol, L. alba quimiotipo carvona, L. rotundifolia e L. lacunosa, nas concentra¢des de
10, 50, 100 e 150 ou 200 pg/mL, apos 12 e 24 h de exposicao. As diferencas estatisticas em relagdo
ao controle nao tratado foram determinadas por ANOVA seguido de teste de Bonferroni (p<0,05).

Oleo Essencial (solugdes) Sub-G1 coel S G2/m
¢ 12h | 24h 12h | 24n 12h | 24n 12h | 24n

S Controle negativo  14,55+2,83% 20,52+5,70° 42,15+4,40° 33,27+4,16* 16,22+3,23%° 26,88+2,27° 18,73+3,00° 14,35+1,43"

< 8

= & 10pgmL 18,87+6,58%° 24,05+2,68" 42,45:6,36° 38,38+1,93" 14,68:0,70°° 22,84+4,39™ 16,99+2,01* 11,37+1,50*

& 8 50pg/mL 27,94+7,58°° 23,34+1,73% 31,32+2,47° 49,52+4,94° 9,86+2,42°° 18542 77%° 22,00+2,78%" 6,33+0,63"
o

£ € 100 pg/mL 27,83+6,52°° 26,61+2,98% 19,76+2,76° 43,15+599% 15,13+2,51%% 15,85+4,76" 21,15+3,15°" 10,21+2,03*¢
=]

S 200 pg/mL 32,18+1,92°° 91,06+0,52° 39,63+1,92%° 1,78+0,35°  8,49+3,01°¢ 4,14+1,60°  13,65+0,21%° 2,18+0,59°

£ Controle negativo  10,67+6,04° 7,42+046" 42,10+4,25" 50,87+155" 27,074248% 24,66:0,60° 14,04:2,77 14,78+1,61°
< S

£ 8§ 10pg/mL 8,29+1,22° 9,074#0,68°  40,85+2,87* 45,24+1,01° 29,30+1,05* 26,82+0,93° 15,32+0,96° 16,410,53*"

g é 50 pg/mL 9,44+0,87%  11,17+2,75° 42,55+2,24% 51,75+504* 26,15+1,58%° 22,23+1,41%° 14,90+1,73% 12,88+0,72%°

S € 100 pg/mL 11,33+5,80% 17,55+2,79° 4547+7,32% 60,07+2,87° 21,45+2,05° 13,97+1,21% 14,73+1,17° 6,85+1,06"
=]

S 150 pg/mL* 24,59+6,65° 19,57+0,93° 40,85+5,12° 63,84+2,33° 12,07+2,09° 8,22+2,00° 1510+1,88° 7,18+0,81"
£ Controle negativo  5,96+1,56® 20,52+5,70° 54,8742,05% 33,27+4,16% 2198+2,26° 26,88+2,27° 12,29+1,84% 14,35+1,43"
g  10ugmL 9,724585% 18,47+0,36° 53,32+341% 46,2+7,80°° 18,46+3,28*" 19,23+6,16*° 12,98+1,66*° 12,70+2,76*
% 50 pg/mL 9,75+5,27% 18,5+1,85% 58,69+4,09% 41,21+521% 17,89+1,81%" 22,41+4,55% 9,98+1,50°  14,49+2,91%°
s 100 pg/mL 11,93+537% 29,94+4,17* 60,10+2,74* 37,61+1,88% 13,06+1,96° 18,01+4,70°° 12,07+1,39% 11,56+3,10%
— 200 pg/mL 9,13+1,62°  21,30+0,68° 54,35+2,20° 57,57+3,04° 15,99+0,33°° 11,72+3,10° 16,12+0,90° 7,46+0,59%
o Controle negativo 14,37+1,30® 30,36+4,77* Né&o calculado N&o calculado Nao calculado N&o calculado Néo calculado Né&o calculado
o
S 10ugmL 98,45+0,61° 99,81+0,04*

S 50 ug/mL 99,30+0,21° 99,89**
.© <1 <1l <1 <1 <1 <1
S 100 pg/mL 99,26+0,66° 99,94**
= 200 pg/mL 99,28+0,29° 99,92**

* Amostra em duplicata
** Amostra Unica

As letras diferentes entre os valores indicam diferenga estatisticamente significativa.
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Figura 5. Histogramas representativos da distribuicdo das fases do ciclo celular em células da
linhagem MeWo apés tratamento de 12 ou 24 h com Oleos essenciais de Lippia em diferentes
concentracbes comparadas ao controle negativo. Apenas alguns dos resultados obtidos com
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo ao controle foram mostrados. O traco
M1 corresponde a fracdo sub-G1. A. Oleo de L. alba geraniol, apds 24 h, na concentracdo de 50
pg/mL, induziu aumento populacional na fase GO/G1 e na concentracdo de 200 pg/mL, elevado
percentual de DNA fragmentado, indicando morte celular. B. Oleo de L.alba carvona, apos 24 h,
induziu parada do ciclo celular na fase GO/G1 nas concentra¢des de 100 e 150 pg/mL. C. Oleo de L.
rotundifolia, apds 24 h, induziu parada de ciclo celular na fase GO/G1 na concentracao de 200 pg/mL.
D. Oleo de L. lacunona, apds 12 h, induziu alta fragmentacdo do DNA, indicando morte celular nas
concentracdes de 100 e 200 pg/mL.
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Porcentagem populacional de células da linhagem CT26.WT nas fases sub-G1 (DNA sub-dipléide),
G0/G1, S e G2/M do ciclo celular submetidas a tratamento com os 6leos essenciais de L. alba
quimiotipo geraniol, L. sidoides, L. salviifolia e L. rotundifolia, nas concentra¢des de 10, 50, 100 e 150
ou 200 pg/mL, ap6s 12 e 24 h de exposicdo. As diferencas estatisticas em relacdo ao controle nao
tratado foram determinadas por ANOVA seguido de teste de Bonferroni (p<0,05).

Oleo Essencial (soluges) Sub-G1 Go/GL S G2m
¢ 12h [ 24h 12h |  24n 12h | 24h 12h |  24n

S Controle negativo 25,65+1,58% 27,37+1,30% |40,34+2,82% 39,38+1,38% (24,25+4,03° 23,46+1,56°
g S
= & 10pg/mL 31,12+2,04" 32,35+0,75 [39,91+0,96* 35,29+1,20° [17,96+0,83" 23,11+0,34°
8 & 50pug/mL <4 <5 15360:0,1° 23,07:0,82° |20,53+1,40° 17,31+2,35° |41,89+0,87° 4531275

o
S € 100 pg/mL 21,03+0,61% 21,26+1,17° |30,98+2,50° 27,33+2,27° [32,40+2,34° 39,03+1,32°

3

S 200 pg/mL 23,46+73%  41,54+1,15" |35,83+2,40° 25,22+447° |26,35+0,74% 26,10+4,02°
@ Controle negativo 28,59+3,44% 29,62+2,00* |38,35+3,32% 39,12+2,48%° [18,81+3,93% 18,32+1,40°
ie]

S lopg/mL 26,82+318% 33,82+1,50" |3550+3,35% 34,30+1,91% |18,86+1,69% 19,52+1,77°
® 50 pg/mL <4 <2 |>784+169° 31,35+2,84 [2508+2,32° 37,04+0,90%° |26 15+1,38% 18,93+1,59°
& 100 pg/mL 23,64+1,76% 38,1741,92° [19,14+2,66° 30,31%1,15% (33 25+588° 21,23+1,88
— 150 ug/mL 19,53+1,36° 33,32+2,82° [26,57+1,61° 18,65+4,29° |31,76+1,38° 35,68+4,04°
g Controle negativo 32,17+3,57% 33,03+2,76% |33,29+4,43% 31,54+2,38% |17,77+1,40° 18,06+3,89°
’% 10 pg/mL 37,78+4,0°  33,00+0,79% [32,40+2,35% 31,94+1,31* |14,40+1,51* 16,85+0,95%
@ 50 ug/mL <1 <1 |3578:226% 32,49+1,69* [3530+3,82% 30,18+1,46% |17,54+2,42% 18,12+1,43"
g 100 pg/mL 37,94+4,22° 3052+1,50* [33,88+4,92° 27,58+2,11 [15,93+1,31* 21,33+4,19
— 150 pg/mL 30,76+2,59° 27,27+1,31° |28,40+0,8*  30,04+1,21* |16,76+3,22* 25,08+2,56"
£ Controle negativo 29,76+1,87% 36,55+0,47% |38,75+2,44% 29,60+1,17% |15,57+2,36% 20,461,192
§ 10 pg/mL 33,77+2,74%° 37,00+1,80* |35,54+2,33% 28,04+1,58%° [15,93+2,48% 20,98+2,00°
S 50pg/imL <3 <1 |36,01+1,28° 40,09+1,79" [33,50+1,26° 24,53:0,42° |1528+3,06* 20,86+1,91°
g 100 pg/mL 41,65+2,11° 38,30+0,80% [26,01+1,81° 24,71+0,60% |16,02+1,35% 21,09+1,77°
= 200 pg/mL 47.07+3,39° 3575+154% |18.90+1.93% 28.82+440% [17,26+102° 18,14+257%

As letras diferentes entre os valores indicam diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 6

Porcentagem populacional de células da linhagem CT26.WT nas fases sub-G1 (DNA sub-dipléide),
GO0/G1, S e G2/M do ciclo celular submetidas a tratamento com os 0leos essenciais de L. alba
quimiotipo geraniol, L. sidoides, L. salviifolia, L. lacunosa e L. rotundifolia, nas concentracbes de
87,00; 19,05; 30,20; 50,00 e 36,30 pg/mL, respectivamente, apds 72 h de exposi¢cdo. As diferencas
estatisticas em relagdo ao controle ndo tratado foram determinadas por ANOVA seguido de teste de

Bonferroni (p<0,05).

exposicao

Teste de 72 h de

Oleo essencial (solucdes) Sub-G1 G0/G1 S G2/M

Controle negativo 4,91+0,75* |53,25+0,44% |16,64+1,86% |18,37+1,15°
L. alba (g eraniol) - 87,00 pg/mL  [15,15+1,50° [31,19+3,78" [16,11+3,20% |31,47+3,22"
L. sidoides - 19,05 pg/mL 5,98+0,93% |55,42+4,47% |16,38+2,06% |16,99+2,73?
L. salviifolia - 30,20 pg/mL 5,93+1,60° [54,72+4,26% [17,65+2,18? [17,43+2,08°
L. lacunosa - 50,00 pg/mL 14,86+2,25" |30,65+1,27° |16,61+0,67% |30,31+0,88"
L. rotundifolia - 36,30 pg/mL 5,67+1,45% [53,49+3,78% [19,95+2,18% [15,68+1,55°

As letras diferentes entre os valores indicam diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 6. Histogramas representativos da distribuicdo das fases do ciclo celular em células da
linhagem CT26.WT ap0s tratamento de 12, 24 ou 72 h com 6leos essenciais de Lippia em diferentes
concentracbes comparadas ao controle negativo. Apenas alguns dos resultados obtidos com
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relacdo ao controle foram mostrados. O traco
M1 corresponde a fracdo sub-G1. A. Oleo de L. alba geraniol, apés 12 h, na concentracdo de 10
pg/mL, induziu aumento populacional na fase GO/G1 e na concentracdo de 100 pg/mL, aumento da
fase G2/M. Apés 24 h, as mesmas alteracdes foram observadas nas respectivas concentracdes. B.
Oleo de L. sidoides, apds 24 h, induziu parada do ciclo celular na fase GO/G1 na concentracéo de 100
pug/mL e em G2/M na concentracdo de 150 pg/mL. C. Oleo de L. salviifolia, apés 24 h, induziu
aumento populacional na fase G2/M na concentra¢do de 100 pug/mL. D. Oleo de L. rotundifolia, apds
12 h, induziu parada de ciclo celular na fase GO/G1 nas concentracdes de 100 e 200 ug/mL. E. Oleo
de L. lacunosa, ap6s 72 h, induziu aumento populacional na fase G2/M e alguma fragmentacao do
DNA.
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Nas células da linhagem MeWo, L. alba quimiotipo geraniol induziu um
aumento significativo de DNA fragmentado (Sub-G1) com as concentracées de 50,
100 e 200 pg/mL apés 12 h de exposicdo. Apos 24 h, sob a concentracdo de 200
pHg/mL, esse aumento se tornou expressivo, atingindo em torno de 91% da
populacédo celular, o que indica a morte da maioria das células (Tabela 4 e Figura 5).
Destaca-se também uma parada do ciclo celular na fase GO/G1 com tratamento de
50 pg/mL apds 24 h. O dleo essencial de L. alba quimiotipo carvona promoveu
parada do ciclo celular na fase GO/G1 nas concentracfes de 100 e 150 pug/mL, apoés
24 h de exposicdo. Nessas mesmas condi¢cdes observa-se também um aumento de
sub-G1, o que também ocorreu para a concentracdo de 150 pg/mL apos 12 h,
diferenca percebida pela observacdo dos valores da Tabela 4. O aumento
populacional significativo de células de MeWo na fase G0/G1, foi também observado
apos 24 h de tratamento com o 6leo essencial de L. rotundifolia na concentracéo de
200 pg/mL. J& o dleo essencial de L. lacunosa induziu a morte celular em quase
100% da populacao celular de MeWo em todas as concentragdes, tanto apdos 12 h
qguanto 24 h de exposicédo, evidenciada por um aumento expressivo da fase sub-G1,

nao havendo, portanto,possibilidade de mensuracao para as demais fases.

Sobre as células de CT26.WT o 06leo essencial de L. alba quimiotipo
geraniol provocou parada do ciclo celular na fase GO/G1l nas concentragdes
extremas de 10 e 200 pg/mL apds 24 h de exposicao e apenas na concentracdo de
10 pg/mL ap6s 12 h (Tabela 5). J4 as concentracdes de 50 e 100 pg/mL induziram
um aumento populacional significativo das células na fase G2/M apdés ambos 0s
tempos de exposi¢do submetidos, 12 e 24 h (Tabela 5 e Figura 6). O 6leo essencial
de L. sidoides também comprometeu a populacdo de CT26.WT através da parada
do ciclo celular na fase G2/M, que ocorreu nas concentracdes de 100 e 150 pug/mL
apos 12 h, e apenas na concentragdo de 150 pg/mL apés 24 h (Tabela 5 e Figura 6).
Pode-se ainda observar que o numero de células na fase GO/G1 aumentou apoés 24
h de exposicdo ao Oleo de L. sidoides, na concentragdo de 100 pg/mL em
comparacao ao controle (Tabela 5). Com o 6leo essencial de L. salviifolia houve
apenas parada da fase G2/M na concentracdo de 150 pg/mL apos 24 h (Tabela 5 e
Figura 6). O Oleo essencial de L. rotundifolia promoveu parada do ciclo celular na
fase GO/G1 sob o efeito das concentracdes de 50, 100 e 200 pg/mL apos 12 h de

exposicdo e o mesmo efeito apenas sob a concentracdo 50 pg/mL apdés 24 h
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(Tabela 5 e Figura 6). Nos tratamentos sob exposicdo de 72 h realizados para a
linhagem CT26.WT, apenas os oOleos de L. alba quimiotipo geraniol (87,00 ug/mL) e
L. lacunosa (50,00 pg/mL) promoveram efeito estatisticamente significativo de
parada do ciclo celular na fase G2/M e um aumento de DNA fragmentado (Tabela 6

e Figura 6).

Observa-se que com a parada do ciclo celular em uma das fases ou com
alta fragmentacdo do DNA, consequentemente ha uma diminuicdo populacional de
células em outras etapas do ciclo. Desta forma, quando houve apenas uma
diminuicao estatisticamente significativa dos percentuais de uma fase em relacdo ao
controle, esta diferenca ndo foi citada por ser em decorréncia de um provavel

aumento em outra(s) fase(s), mas néao significativo(s).

Diante dos resultados apresentados de fragmentacdo do DNA sobre a
linhagem MeWo, os 6leos essenciais de L. alba quimiotipos geraniol e carvona e L.
lacunosa, nas concentragcfes de 200, 100 e 100 pg/mL respectivamente, com
exposicao de 24 h foram testados para ensaio de avaliacdo de apoptose através de
TUNEL e posteriormente submetidos a analise de microRNA dependendo dos
resultados encontrados. J& sobre a linhagem CT26.WT ndo houve nenhuma
fragmentacdo de DNA significativa observada, ndo havendo portanto nas situacdes
testadas, inducdo de morte celular. Buscando-se um padrdo diante desses
resultados, foi realizado, entdo, experimento para a linhagem CT26.WT com o
tratamento dos 6leos de L. alba quimiotipo geraniol, L. sidoides, L. rotundifolia e L.
lacunosa diluidos na concentracao de 100 pg/mL com exposi¢cdo de 12 h, pois nessa
concentracdo e tempo uma maior quantidade de efeitos sobre a progressao do ciclo
celular foram observados. As células CT26.WT que receberam este tratamento

foram armazenadas para posterior ensaio de analise de expressao de microRNAs.
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5.4 AVALIACAO DE APOPTOSE POR TUNEL EM LINHAGEM DE MELANOMA
MEWO TRATADA COM OLEOS DE Lippia

Células da linhagem MeWo tratadas com Oleo essencial de L. alba
quimiotipos geraniol (200 pg/mL) e carvona (100 pg/mL) e de L. lacunosa (100
pg/mL) por 24 h apresentaram fracdo sub-G1, indicativa de apoptose,
estatisticamente mais elevadas que o controle e, portanto, foram submetidas a
avaliacdo de apoptose por TUNEL através de marcacdo com o anticorpo anti-BrdU
marcado com Alexa Fluor 488. Um controle negativo de células tratadas com DMSO
a 0,4%, bem como um controle negativo e um positivo do préprio kit (linhagem
celular de linfoma humano) foram também avaliados. A Figura 7 apresenta 0s
resultados obtidos por citometria de fluxo, em que as células tratadas com os 6leos
essenciais de L. alba quimiotipo carvona e L. lacunosa exibiram padrdo muito
semelhante ao controle do experimento e ao controle negativo do kit, ndo tendo
induzido, portanto, a apoptose nas células de MeWo. Neste experimento houve uma
baixa contagem de células tratadas com O6leo essencial de L. alba quimiotipo
geraniol o que impossibilitou a sua deteccdo. Foi realizado, entdo, outro
experimento, em triplicata, com o tratamento deste 6leo, na mesma concentracéo de
200pg/mL, porém com exposicdo de 12 h sobre células de MeWo. A Figura 7,
apresenta entdo, que sob o tempo de exposicado de 12 h o 6leo de L. alba quimiotipo
geraniol induziu a morte celular por apoptose, sendo observada a formacdo de um
grupo disforme como no controle positivo para apoptose do kit. Parte das células
desse tratamento foram armazenadas para serem submetidas a andlise da

expresséo de microRNA em experimento seguinte.



58

1._1 1 LOMNES Nagared ol I'_‘ TN | DOSTND W
. ] Cate
" " 1 Ot 2 Hw
inte %
A
T 3 T
a1 2 A9
- 1 = -
" 1
T e
' ] ¥ i 1 ] ]
1w b id 1] L] L] e o 1 1
FLEH FLA-H
1w Comirala 240 wt Liscunoss 24n ”* L slbs careona 240
3
1w 4 T 1" 4
u"\ T 2 e T l:-ll_
5197 R B - 41 B
e o [~ C . "
1 -.ﬁ W' 'd_ 1 1-#
5
1 Pl 1 b
-
w 1 o : " L] {: ’ 1 o L1} o :|I o'
FLi-H FLIH FLA-H
" Comrale 120 it ] Conmraiz 120
3 3
i w4
Dale fae
r s = T 3 1%
5o Rl
|:'-uﬂ 1 1&
1 Tl - . W
1 T w 1w 1wt ' e 1 o !
14 18
i P —— 4 nz nztImo 120
i L 3ibs geramal 12 " L 353 garandl 12
e? 9
Gals [T
™ %
T 3
A 9 LRl 2 o
= s e s o
 l o
1 r
10 0 .
ek
] : . 2 Fok o
:: - '.:' "W '.n-" '
FLi-H FLI-H

Figura 7. Analise de morte celular por apoptose através de TUNEL apds tratamento com 6leos de
Lippia sobre a linhagem MeWo comparados ao controle ndo tratado e aos controles negativo e
positivo do kit. A. Células tratadas com os 6leos de L. lacunosa e L. alba carvona, na concentracéo
de 100 pg/mL, por 24 h, exibiram perfil muito semelhante ao controle ndo tratado, ndo sendo
evidenciada apoptose. B. Células tratadas com 200 pg/mL do 6leo de L. alba geraniol, por 12 h,
apresentaram perfil disforme indicativo de apoptose semelhante aquele das células do controle
positivo do Kit.
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5.5 EXPRESSAO DIFERENCIAL DE MicroRNAs EM CELULAS TUMORAIS
TRATADAS COM OLEOS DE Lippia

Para identificar diferentes padroes de expressdo de microRNAs em
células da linhagem MeWo tratadas com o 6leo essencial de L. alba quimiotipo
geraniol na concentracdo de 200 pug/mL por 12 h de exposicdo e em células da
linhagem CT26.WT tratadas com os 6leos essenciais de L. alba quimiotipo geraniol,
L. sidoides, L. salviifolia e L. lacunosa, na concentracdo de 100 pug/mL por 12 h, foi
utilizado ensaio de perfil de expressédo de microRNAs baseado em gPCR.
Empregou-se painel de 95 microRNAs relacionados ao cancer e o transcrito U6
como sinal de normalizacdo. Analise pelo software REST foi realizada para
comparar os padrbes de expressdo diferencial entre as amostras tratadas e néo
tratadas.

A partir das quantificacbes e qualidade das extracbes de RNAs obtidas
pelo NanoDrop e pelo Agilent Small RNA Kitdecidiu-se eliminar uma amostra de
controle negativo com 0,4% de DMSO e uma de tratamento de L. alba geraniol da
linhagem MeWo, devido a uma baixa quantificacdo desta dltima amostra de
tratamento. Desta forma foi realizada analise de microRNAs para dois controles e
dois tratamentos por L. alba geraniol em MeWo. Os pools de controle negativo, L.
alba geraniol, L. lacunosa, L. rotundifolia e L. sidoides na linhagem CT26.WT foram

todos considerados aptos para a analise do perfil de expressédo de microRNAs.

ApOs a realizagdo do real-time PCR para cada amostra, foram eliminados
os microRNAs que nédo exibiram amplificacdo e aqueles em que a curva de melting
se encontrava com mais de um pico, o que indica falha na especificidade da reacao.
Desta forma, foi obtido perfil de expressdo para 47 microRNAs das células da
linhagem MeWo tratadas com L. alba geraniol, 59 microRNAs para as células da
linhagem CT26.WT tradas com L. alba geraniol, L. lacunosa e L. sidoides e 57
microRNAs para as células desta mesma linhagem tratadas com L. rotundifolia
(Tabela 7). Apds analise estatistica, 41 microRNAs do tratamento da linhagem
MeWo foram considerados com expressao alterada de forma estatisticamente

significativa em relacdo ao controle negativo. J4 para a linhagem CT26.WT



60

apresentaram-se com expresséao alterada de forma estatisticamente significativa 26
microRNAs para os tratamentos com L. alba geraniol e L. lacunosa e 35 para 0s

tratamentos com L. rotundifolia e L. sidoides (Tabela 7).

Todos os microRNAs com a expressdo alterada na linhagem MeWo
tratada com L. alba geraniol se encontram down-regulados em relacdo ao controle
negativo (Figura 8). Este resultado foi obtido a partir da média entre a duplicata de
controles e entre a de tratamentos. Para a linhagem de carcinoma de cdlon
CT26.WT tratada com Oleo essencial de L. alba geraniol, 8 microRNAs encontram-se
up-regulados e 18 down-regulados, jA para L. lacunosa, que possui 0 mesmo
namero total de microRNAs diferencialmente expressos, essa relacdo passa para
23 e 3. Para os tratamentos com L. rotundifolia e L. sidoides, foram obtidos 12 e 13
microRNAs up-regulados e 23 e 22 down-regulados, respectivamente (Tabela 7). A
Figura 9 mostra, a partir do heatmap, aqueles microRNAs com expressdes
diferenciais mais altas e mais baixas, em duas diferentes categorias e permite um
panorama comparativo entre as semelhancas e diferencas de expressao obtidas
para a linhagem CT26.WT. Pode-se destacar como o efeito de L. lacunosa foi
nitidamente de aumentar a expressao dos microRNAs enquanto o de L. alba
geraniol foi de diminuir. Para L.rotundifolia e L. sidoides ha um predominio de
diminuicdo da expressao de microRNAs, mas o painel visual € mais equilibrado, pois
muitos tém também sua expressao elevada. Apenas trés microRNAs tiveram
significativamente a expresséo alterada com a acdo dos quatro 6leos aplicados em
CT26.WT: miR-142-3p esta up-regulado nas quatro amostras, assim como miR-202,
porém este Ultimo apresenta alta expressdo destacada para L. sidoides. miR-15b
estd up-regulado para L. lacunosa e down-regulado para os demais tratamentos. Os
Oleos de L. rotundifolia e L. sidoides promoveram aumentos de expressao mais
intensos nos microRNAs miR-154, miR-202 e miR-219 (Figuras 9 e 10). Com relacao
a diminuicdo da expressédo, excetuando-se o tratamento de L. lacunosa, os demais
Oleos atuaram principalmente promovendo este efeito e de maneira equilibrada entre
0os microRNAs analisados (Figuras 9 e 11). Diversos outros microRNAs
apresentaram-se com a expressao alterada pela acdo de trés, dos quatro Oleos
essenciais aplicados sobre a linhagem CT26.WT. Dentre estes, os microRNAs miR-
143, miR-15a, miR-192, miR-19a+b, miR-218, miR-219 e miR-222 encontram-se up-

regulados por trés tratamentos. Ja os microRNAs miR-181c, miR-186, miR-222, miR-
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23a e miR-30c foram down-regulados por trés dos Oleos essenciais. Outros
microRNAs responderam de forma mista, sendo ou up- ou down-regulados
dependendo do tratamento, mas também desregulados sob acédo de trés 6leos. Séao
eles miR-132, miR-149, miR-181a, miR-185, miR-191, miR-192, miR-21, miR-22 e
miR-296 (Figura 9).

Tabela 7

Perfil de expressdao dos microRNAs diferencialmente expressos apés tratamento com O6leos
essenciais de Lippia nas linhagens celulares MeWo e CT26.

Relagao microRNAs Mewo _ . CT26WT — —
L. alba (geraniol) | L. alba (geraniol) L. lacunosa L. rotundifolia L. sidoides

Total 47 59 59 57 59

Significativos (p < 0,05) 41 26 26 35 35

Up-regulados - 8 23 12 13

Down-regulados 41 18 3 23 22
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MeWo: microRNAs significativamente expressos
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Figura 8. MicroRNAs diferencialmente expressos na linhagem MeWo. Células da linhagem MeWo
foram tratadas com 200 pug/mL do éleo de L. alba geraniol, por 12 h, e submetidas a andlise por real-
time PCR. Os valores de Ct obtidos para as duplicatas de controle e tratamento foram normalizados a
partir do transcrito U6 e analisados pelo software REST (nivel de significAncia com p<0,05). Os
valores de fold change indicaram 41microRNAs significativamente down-regulados.
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miR-202
miR- 142-3p
miR-219
miR- 143
miR- 15a
miR- 19a+b
miR-213
miR- 154
miR- 106b
miR-210
miR-7
miR- 107
miR- 18a
miR- 199a+b
miR-30b
miR- 194
miR-22
miR- 125a
miR- 149
miR- 150
miR- 185
miR- 196a
miR- 92
miR- 30a-5p
miR-21
miR- 191
miR- 192
miR-214
miR-27a+b
miR- 106a
miR- 15b
miR- 181a
miR- 132
miR-296
miR- 186
miR-93
miR- 16
miR- 195
miR- 103
miR- 145
miR- 151
miR-20a
miR-24
miR-25
miR- 17-3p
miR- 17-5p
miR-222
miR- 23a
miR- 26a
miR- 125b
miR- 30c
miR- 181c
miR-9-1
miR- 155
miR- 30a-3p
miR- 135b
miR- 140

Figura 9. Heatmap dos microRNAs diferencialmente expressos na linhagem CT26.WT apos
tratamento com 6leos de Lippia. Células da linhagem CT26.WT foram tratadas com 100 pg/mL do
Oleo essencial de L. alba geraniol (ger), L. sidoides (sid), L. rotundifolia (rot) e L. lacunosa (lac) por 12
h. Um pool da triplicata de cada tratamento foi submetido a analise de microRNAs por real-time PCR.
Os valores de Ct obtidos foram normalizados a partir do transcrito U6 e analisados pelo software
REST (nivel de significancia com p<0,05). Os valores de fold change obtidos acima de 1, que se
referem aos microRNAs up-regulados, foram divididos em dois grupos, bem como aqueles entre 0 e
1, que correspondem aos microRNAs down-regulados.
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CT26.WT: miRNAs significativamente up-regulados
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Figura 10. MicroRNAs significativamente up-regulados em linhagem CT26.WT apéds tratamento com
Oleos essenciais de Lippia. Fold changes acima de 1 referentes aos microRNAs significativamente
up-regulados em células de CT26.WT obtidos por real-time PCR apés tratamento com 100 pg/mL
dos 6éleos essenciais de L. alba geraniol (Ger), L. lacunosa (Lac), L. rotundifolia (Rot) e L. sidoides
(Sid) por 12 h. O valores de Ct obtidos foram normalizados a partir do transcrito U6 e analisados pelo
software REST (nivel de significancia com p<0,05).
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CT26.WT: miRNAs significativamente down-regulados
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Figura 11. MicroRNAs significativamente down-regulados em linhagem CT26.WT apés tratamento
com Oleos essenciais de Lippia. Fold changes entre 0 el referentes aos microRNAs
significativamente down-regulados em células de CT26.WT obtidos por real-time PCR apés
tratamento com 100 pg/mL dos Oleos essenciais de L. alba geraniol (Ger), L. lacunosa (Lac), L.
rotundifolia (Rot) e L. sidoides (Sid) por 12 h. O valores de Ct obtidos foram normalizados a partir do

transcrito U6 e analisados pelo software REST (nivel de significancia com p<0,05).
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6 DISCUSSAO

O cancer de pele do tipo melanoma ndo possui elevada incidéncia, no
entanto, tem alta agressividade e letalidade e o nUmero de novos casos em todo o
mundo estd aumentando mais rapido que de outros tipos de cancer (INCA, 2011; XU
et al., 2012), sendo diagnosticados em torno de 200.000 novos casos anualmente
(ERDMANN et al., 2012 ). O principal tratamento empregado primeiramente para o
melanoma cutdneo sdo terapias cirargicas. A remocado cirlrgica precoce do tumor
primario confere bom progndstico, entretanto ndo ha terapias padrdes promissoras
disponiveis para tratamentos de melanomas em estadgios mais avancados
(MUELLER e BOSSERHOFF, 2009). Para se evitar o espalhamento de tumores
pode-se utilizar terapias adjuvantes, como o0 uso de interferon-a, no entanto, sua
administracdo deve ser ponderada, pois apresentam significativa toxicidade,
reduzindo a qualidade de vida do paciente (GARBE, et al., 2012). Estudos relatam
que o melanoma exibe heterogeneidade genética relacionada a localizacao do tumor
e com diferentes associacdes dessas areas a exposicao solar (CURTIN et al., 2005;
VIROS et al., 2008).

Apesar do crescente conhecimento geral de métodos de diagndsticos e
significativos progressos no tratamento de cancer colorretal devido aos avancos na
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, este ainda permanece como um dos tipos mais
comuns de céncer em homens e mulheres em todo o mundo (WORTHLEY e
LEGGETT, 2010). Inicialmente, esse dado poderia ser uma surpresa estatistica,
devido ao fato deste tipo de cancer ter uma malignidade bem estudada com fatores
de risco definidos e lenta progressdao. No entanto, sua alta incidéncia poderia ser
explicada pelo recente reconhecimento de que tumores histologicamente idénticos
podem ter progndsticos ou respostas a tratamentos completamente diferentes
(DESCHOOLMEESTEREet al., 2010, KAHNG, 2010). Como resultado, este tipo de
cancer foi definido como uma doenca heterogénea multifatorial, levando a uma
mudanca na area de investigacdo na direcdo do desenvolvimento e entendimentos
das bases moleculares desta doenca, o que inclui susceptibilidade individual,
progressdo do desenvolvimento, resposta e resisténcia a tratamentos antitumorais
(MARKOWITZ e BERTAGNOLLI, 2009).
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Com estes conceitos referentes ao cancer de pele tipo melanoma e ao cancer
colorretal em mente, embora varios agentes quimioterapéuticos j4 tenham sido
introduzidos, a necessidade de continuar a busca por novas biomoléculas se torna

essencial.

Historicamente, inUmeras drogas tém sido desenvolvidas a partir de
compostos isolados de plantas medicinais (LEE, 1999). Desde 1961 tais tipos de
compostos vém sendo aprovados como drogas anticancer, como vimblastina
(Valban), vincristina (Oncovin), etoposideo (VP-16), teniposideo (VM-26), paclitaxel
(Taxol), vinorelbina (Navelbine), docetaxel (Taxotere), topotecano (Hycamtin) e
irinotecano (Camptosar) (DHOLWANIet al., 2008). Recentemente, diferentes estudos
sugeriram que monoterpenos e alguns sesquiterpenos podem representar classes
de agentes a serem utilizados como drogas anticancer, o que é especialmente
importante para tumores altamente resistentes a quimioterapia e na busca por
substancias que minimizem os efeitos colaterais dos tratamentos atuais (SHOFF et
al., 1991, YU et al., 1995, BURKE et al., 1997, HE et al., 1997, CROWELL, 1999,
DUNCAN et al., 2004, WISEMAN et al., 2007, CHAOUKI et al., 2009). Alguns desses
terpenos sao encontrados em espécies de Lippia, e o Brasil € um dos maiores
centros de diversidade do género, compreendendo de 70 a 75% das espécies
conhecidas. Desta forma, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos
antiproliferativos dos monoterpenos e sesquiterpenos presentes no 6leo essencial
de cinco espécies de Lippia e seus mecanismos de acdo. Os compostos majoritarios
dos Oleos essenciais extraidos de cada uma das cinco espécies de Lippia estédo
apresentados na Tabela 1. Para Lippia alba quimiotipo geraniol, geranial, citral e
limoneno foram o0s compostos com maiores percentuais obtidos, compreendendo
aproximadamente 72% do O6leo. Para o quimiotipo carvona, carvona e limoneno
foram os principais, formando em torno de 70 a 88% do 6leo essencial. Tavares et
al. (2005) e Zoghbi et al. (1998) obtiveram esses mesmos componentes dentre os
majoritarios encontrados, excetuando-se limoneno para L. alba quimiotipo geraniol.
Para L. sidoides, o composto majoritario foi timol (63,2% e 38,42%), estando de
acordo com analise feita também por Costa et al. (2005). Para L. salviifolia, o
composto majoritario do Oleo na primeira extragdo foi nerolidol (49,22%), ja na
segunda foi B-pineno (17,22%). Singulani et al. (2012) também obtiveram nerolidol

como majoritario para L. salviifolia, mas B-pineno foi encontrado em baixo
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percentual. L. rotundifolia apresentou B-mirceno como majoritario e L. lacunosa,
mircenona e B-mirceno (com inversdo do majoritario da primeira para a segunda
extracao). Leitdo et al (2008) obtiveram os mesmos majoritarios para L. lacunosa,
mas nao obteve percentual elevado de (B-mirceno em L. rotundifolia. Com algumas
diferencas para L. salviifolia e L. rotundifolia, de forma geral, os 6leos essenciais
analisados estdo de acordo com a composicdo qualitativa e em alguns casos

também quantitativa de compostos majoritarios identificados em estudos prévios.

O efeito antiproliferativo dos 0Oleos essenciais extraidos das espécies de
Lippia foi investigado utilizando-se ensaio de MTT. As linhagens CT26.WT e MeWo
foram as mais afetadas por diferentes 6leos essenciais, como indicam os valores de
IC50 (Tabela 2) e os valores de inibigdo celular acima de 50% na concentragéo de
100 pg/mL (Tabela 3) obtidos. Em continuidade a investigacéo dos efeitos dos 6leos
essenciais de Lippia, células das linhagens MeWo e CT26.WT foram submetidas a
ensaio por citometria de fluxo para analise do ciclo celular. As células foram tratadas
por 12 e 24 h com os 6leos de Lippia que mais interferiram sobre o seu crescimento,
sendo os Oleos essenciais extraidos de L. alba quimiotipo geraniol, L. alba
quimiotipo carvona, L. rotundifolia e L. lacunosa para a linhagem MeWo e os 6leos
essenciais de L. alba quimiotipo geraniol, L. sidoides, L. salviifolia e L. rotundifolia
para CT26.WT, nas concentracbes de 10, 50, 100 e 150 ou 200 pg/mL. As Tabelas
4, 5 e 7 mostraram os efeitos dos 6leos essenciais testados sobre as fases do ciclo
celular das linhagens MeWo e CT26.WT. Destacaram-se efeitos de parada de ciclo
celular nas fases GO/G1 e G2/M, dependendo das concentracdes e tempos de
exposicao, e de morte celular, que pode ser observada pelo expressivo aumento de
DNA fragmentado (sub-G1) e confirmada como apoptose para L. alba geraniol em
MeWo pelo ensaio de TUNEL (Figuras 5,6 e 7) .

Esses resultados indicam que o potencial anticancerigeno dos 0leos
essenciais de Lippia testados esta relacionado a sua capacidade de interferir na
progressao do ciclo celular e de induzir morte celular. De maneira geral, os efeitos
produzidos pelos 6leos essenciais ndo foram dose/tempo-dependentes e em alguns
casos os efeitos da maior concentragdo parecem ter sido inibidos ja que exibiram
valores semelhantes ao da menor concentracdo, como ocorreu para o Oleo de L.
alba geraniol sobre CT26.WT ap0s 24 h de exposicdo em que as concentracdes de

10 e 200 pg/mL promoveram o mesmo efeito de aumento percentual de células na
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fase GO/G1, diferindo do efeito das concentracfes intermediarias que ocorreu sobre
a fase G2/M.

Geranial, que é composto majoritario de L. alba quimiotipo geraniol
(Tabela 1), é a forma oxidada do composto geraniol. Geraniol foi reportado tendo
atividades quimiopreventivas in vitro e/ou in vivo contra alguns tipos de cancer, como
leucemia, hepatoma, pancreatico, pele, esbéfago, préstata, colon e carcinomas
epiteliais mamarios (SHOFF et al., 1991, YU et al.,, 1995, BURKE et al., 1997,
CROWELL, 1999, CARNESECCHI et al., 2001, ONG et al., 2006, WISEMAN et
al.,2006, KIM et al., 2011). Sousa et al. (2004) obtiveram geranial como composto
majoritario do 6leo essencial de Melissa officinalis e demostram atividade antitumoral
através de ensaio por MTT sobre linhagens celulares humanas de cancer de
pulmdo, mama, leucemia e sobre linhagem de melanoma de camundongo.
Entretanto existem poucos estudos que objetivam investigar os mecanismos de acéo
destes compostos. Carnesecchi et al. (2001) e Wiseman et al. (2007) observaram
que os efeitos antiproliferativos do geraniol estdo relacionados a sua habilidade de
interromper o ciclo celular. No entanto, o primeiro reportou que geraniol afeta a
progressao através da fase S do ciclo celular em células de céancer de célon,
engquanto o segundo reportou parada em GO/G1 em células de cancer pancreatico.
Este efeito foi também observado neste ultimo trabalho sob acdo de farnesol, um
dos compostos majoritarios de L. rotundifolia, obtido na primeira extracdo de 6leos
essenciais realizada neste estudo. Além disso, Wiseman et al. (2007), descreveram
papel para p21°** e p27X"! como mediadores da parada de ciclo celular em GO/G1,
estando estes com expressdo elevada e as ciclinas A, B1 e a CDK2 com niveis
reduzidos de expressédo, contudo, em estudo prévio com cancer de mama, Duncan
et al. (2004) ndo observaram nenhuma mudanca na expressdo de inibidores de
ciclina quinases com a acdo de geraniol. Ainda, Kim et al. (2011) observaram
também efeitos desse mesmo composto sobre a reducéo na expressao das ciclinas
A, B, D e E, CDK1, CDK4 e Bcl-2 e um aumento na expresséo de p21°P* e p27XP,
além de também evidenciar a indugdo de apoptose em linhagem de cancer de
préostata. J& Chaouki et al. (2009) relataram parada no ciclo celular na fase G2/M e
apoptose quando células de cancer de mama da linhagem MCF-7 foram tratadas por
48 e 72 h com citral, que é o outro componente encontrado em elevado percentual
no Oleo essencial de L. alba quimiotipo geraniol (Tabela 1). Em concordancia com
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estes estudos prévios, nossos resultados também indicaram que o efeito
antiproliferativo dos 06leos essenciais de L. alba quimiotipo geraniol estédo
relacionados a sua habilidade de parar o ciclo celular em mais de uma fase, sendo
no nosso estudo em GO/G1 e em G2/M, além de promover fragmentacdo do DNA,
um indicio de apoptose, que foi também constatado no presente estudo por meio da
acdo do 6leo sobre a linhagem MeWo. Timol representa o componente majoritario
do Oleo essencial de L. sidoides. He et al. (1997) conseguiram obter IC50 a partir da
acao de timol sobre a linhagem de melanoma de camundongo B16F10. Nao existem
trabalhos relatando a acéo de [B-pineno, composto majoritario de L. salviifolia na
segunda extracdo de 6leos essenciais realizada, sobre linhagens ou amostras de
cancer, no entanto, Tatman e Mo (2002) relataram acdo antiprolifetrativa sobre
células de melanoma de camundongo B16F10 e de leucemia humana HL-60
realizada pelo nerolidol, composto majoritario de L. salviifolia obtido na 12 extracao.
Nao foram identificados também trabalhos mostrando efeitos de mircenona, um dos
componentes majoritarios do 6leo essencial de L. lacunosa em algum tipo de cancer.
Abdallah e Ezzat (2011) mostraram que o 6leo essencial extraido de Pituranthos
tortuosos por simultanea extracao hidrodestilacdo-solvente (n-pentano) que contém
B-mirceno como o quarto principal composto (5,53%), mostrou atividade citotdxica
contra linhagens celulares de cancer de colon, além de canceres de mama e figado,
sendo que este é o composto majoritario de L. rotundifolia e L. lacunosa na 22

extracdo de Oleos essenciais.

Como existem poucos estudos investigando mecanismos moleculares de
acdo dos 6leos essenciais extraidos de plantas sobre linhagens de células tumorais
e como estudos tém mostrado que alteracbes na expressao de microRNAs estédo
presentes em varios tipos de cancer e relacionadas a regulacdo de genes do ciclo
celular, decidiu-se por investigar se as paradas de ciclo celular observadas nas
células de MeWo e CT26.WT tratadas com Oleos essenciais de Lippia estédo
relacionadas a alteragcbes na expressdao de microRNAs. Para este objetivofoi
realizado ensaio de perfil de expressdo de microRNAs baseado em real-time PCR,
gue contém um painel de 95 microRNAs relacionados a cancer, e analise dos dados

pelo software REST.

A linhagem MeWo recebeu tratamento de 200 ug/mL do 6leo essencial de

L. alba geraniol por 12 h e o resultado gerado a partir da média das duplicatas de
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controle ndo tratado e do tratamento apontou que todos os microRNAs estavam
down-regulados, sendo 41 de maneira estatisticamente significativa. Estudos prévios
em linhagens celulares de melanoma e amostras de melanoma de pacientes tém
tracado perfis de expressdo de microRNAs, principalmente através de real-time
PCR, microarranjos e sequenciamento, que estdo levando a identificacdo de
biomarcadores de formacéo da doenca e transformacdo maligna, de progressao de
estagios primarios a avancados e metastaticos e tempo de sobrevivéncia.
Assinaturas de microRNAs diferenciadas vém sendo observadas entre diferentes
linhagens e amostras de lesdes. (SEGURA et al., 2010, PHILIPPIDOU et al., 2010,
MUELLER et al.,, 2009, STARK et al., 2010). Satzger et al. (2010), por exemplo,
associaram miR-15b a reducdo da proliferacdo de células de linhagem tumoral de
melanoma e aumento da apoptose. Em outro estudo do mesmo autor, demonstrou-
se que o0 miR-21 up-regulado em melandcitos resultou em aumento da proliferacéo
e diminuicdo da apoptose e, down-regulado em linhagem tumoral, promoveu efeito
contrario, entretanto, na linhagem MeWo, o aumento da expressao de miR-21 néo
gerou efeitos funcionais (SATZGER et al., 2012). O tratamento com o 6leo de L. alba
geraniol sobre a linhagem MeWo realizado em nosso estudo, no entanto, gerou um
perfil de expressdo incomum para os microRNAs avaliados, estando todos down-
regulados em relacdo ao controle. Como demonstrado no ensaio de TUNEL
realizado essa mesma amostra utilizada para analise da expressdo dos microRNAs
havia sofrido apoptose. Desta forma, nossa hipotese é de que este perfil com baixa
expressdo de microRNAs é decorrente da cadeia de transformacdes celulares do
processo apoptético. Com a morte celular programada desencadeada pela clivagem
da caspase-3, tem-se a fragmentacdo do DNA, degradacdo de proteinas nuclerares
e do citoesqueleto, reticulagdo de proteinas, formacdo de corpos apoptoéticos,
expressdo de ligantes para os receptores das células fagociticas e por fim a
captacdo por essas celulas (ELMORE, 2007). Este contexto, entdo, poderia ser
compativel com uma diminuicdo generalizada dos niveis de expressdo dos

microRNAS.

A linhagem CT26.WT recebeu tratamento por 12 h de exposi¢cdo com os 0leos
essenciais de L. alba geraniol, L. lacunosa, L. rotundifolia e L. sidoides na
concentracédo de 100ug/mL. Os resultados demostraram que miR-142-3p, miR-15b,

e miR-202 se encontravam desregulados nos quatro tratamentos, estando o
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mMiR142-3p e miR-202 up-regulado em todos eles e miR-15b apenas up-regulado
sob acdo do oleo de L. lacunosa. Monzo et al. (2008), Chen et al. (2009) e Xi et al.
(2006) reportaram que o miR-142-3p e o miR-15b estavam também up-regulados em
cancer colorretal. Ng et al. (2009) identificarm miR-202 up-regulado em plasma de
pacientes com cancer colorretal. De acordo com esses dados, o0 6leo essencial de L.
alba quimiotipo geraniol, L. rotundifolia e L. sidoides promoveram acao de reverter a
expressdo de miR-15b na linhagem de céancer colorretal CT26.WT. O microRNA
miR-143 se mostrou up-regulado em trés (exceto L. sidoides) dentre os quatro 6leos
essenciais aplicados contra a linhagem de carcinoma CT26.WT, sendo que este
microRNA tem se mostrado consistentemente down-regulado em cancer de célon na
literatura (CHEN et al., 2009 e KULDA et al. 2010). Chen et al. (2009) mostraram
gue o miR-143 age como supressor de tumor através da inibicdo da traducdo do
oncogene KRAS. Os O6leos essenciais de L. alba geraniol, L. lacunosa e L.
rotundifolia, que agiram, entdo, aumentando a expressdo desse microRNA podem
levar a uma recuperacdo de seu mecanismo supressor de tumor. O miR-192
também foi desregulado por trés Oleos essenciais, L. alba quimiotipo geraniol, L.
lacunosa e L. rotundifolia, estando up-regulado sob acdo dos dois primeiros e down-
regulado sob acdo do segundo. Chen et al. (2009) e Earle et al. (2010)
demonstraram que miR-192 estava down-regulado em céancer colorretal. Esses
resultados indicam que o 6leo essencial de L. alba quimiotipo geraniol e L. lacunosa
sdo capazes de reverter a expressao de miR-192 neste tipo de cancer. Braun et al.
(2008) demostraram ainda que miR-192 é capaz de suprimir a cancerogénese
através de acumulo de p21 e provocar parada de ciclo celular em fase G1 e em fase
G2/M em linhagem de céancer colorretal humano HCT116. Visone et al.(2007)
relataram que a expressao dos miR-221 e miR-222 é inversamente proporcional ao
do inibidor p27XP'. Com uma expressdo forcada de ambos os microRNAs foi
reduzido o nivel de expressdo da proteina p27"P* em linhagem humana de
carcinoma da tireoide induzindo, assim, progressao do ciclo celular para a fase S.
miR-222 teve sua expressdo diminuida nas células de CT26.WT apoOs acdo dos
Oleos de L. alba geraniol, L. rotundifolia e L. sidoides, dessa forma podem ter
contribuido para uma interrupgéo da progressao do ciclo celular através do aumento

da expresséo de p27<P*,
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Outros microRNAS tiveram também sua expressdo modificada com o0s
tratamentos de O6leos essenciais de Lippia de modo a reverter sua expressao
previamente relatada na literatura em células de cancer de coélon. Os microRNAs
miR-196a, miR-214, miR-149 e miR-30b foram mostrados down-regulados por Earle
et al.(2010), Chen et al. (2009), Monzo et al. (2008), Huang et al. (2010) e Schepeler
et al. (2008), respectivamente e nossos resultados demonstraram que esses
microRNAs estavam up-regulados apos células CT26.WT serem tratadas com o 6leo
essencial de L. lacunosa, que promoveu o efeito de aumentar a expressao para a
maioria dos microRNAs em que interferiu. Em contrapartida, miR-92, miR-93, miR-
135b, miR-155, miR-191, miR-181a e miR-186 foram previamente encontrados up-
regulados (EARLE et al.,, 2010, ARNDT et al.,, 2009, HUANG et al., 2010,
SCHEPELER et al., 2008, LI et al., 2010, SARVER et al., 2009, VOLINIA et al.,
2006, MONZO et al., 2008, XI et al., 2006), e nosso estudo mostrou que eles foram
down-regulados em células CT26.WT tratadas com os 6leos essenciais de L. alba
quimiotipo geraniol, L. rotundifolia ou L. sidoides. Tais reversdes de acao
observadas podem, portanto, ser o mecanismo de acdo através do qual os
componentes dos 06leos de Lippia testados exercem efeito antiproliferativo sobre a
linhagem CT26.WT.

Os microRNAs miR-17-3p e miR-17-5p foram down-regulados pela acédo dos
Oleos de L. lacunosa e L. alba geraniol, respectivamente. miR-17-5p tem sido
relatado up-regulado em tecido de cancer colorretal em estudos prévios (BANDRES
et al., 2006 and VOLINIA et al., 2006) e este € membro do cluster miR-17-92. Monzo
et al. (2008) reportaram que este microRNA é membro critico do cluster envolvido
na regulacao da expressao de E2F1, um regulador upstream de TP53, em células
de céancer colorretal. Esses autores também demonstraram que quando células
foram transfectadas com anti-miR-17-5p, a expressao de E2F1 aumentou, reduzindo
o crescimento celular de maneira dose dependente. Em outro experimento de
transfeccdo, Kanaan et al.(2012) transfectaram miR-17 na linhagem de cancer de
colon HCT-116 e seus resultados também demonstraram que E2F1 foi down-
regulado. Desta forma, os efeitos antiproliferativos observados no presente estudo
guando células CT26.WT foram tratadas com 6leos essenciais de L. alba quimiotipo
geraniol ou L. lacunosa podem ser devido ao aumento da expressao de E2F1

através da baixa expressédo observada do seu regulador, miR-17-5p. Além disso,
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Cloonan et al. (2008) revelaram que o miR-17-5p atua especificamente sobre a
transicdo das fases G1/S do ciclo celular, interferindo em mais de 20 genes
envolvidos nesta transicdo. Células da linhagem HEK293T (células de rim
embrionario humano) exibiam baixo nivel de expressdo enddogena de miR-17-5p.
Aquelas transfectadas com esse microRNA passaram a proliferar rapidamente e foi
mostrado que essas ceélulas com super expressdo de miR-17-5p apresentaram
significativamente menos células na fase GO/G1 que aquelas do controle ndo
tratado. Entdo miR-17-5p estimula a proliferacdo celular agindo na transicdo de
fases G1/S. A sua down-regulacdo provocada pelo 6leo de L. alba geraniol pode
entdo ter sido um dos mecanismos que levaram a parada de ciclo celular na fase
GO0/G1 das células de CT26.WT.

Paradas de ciclo celular, apoptose e contra-regulacdo de microRNAs em
células tumorais sdo importantes caracteristicas para um potencial composto
anticancerigeno. Os resultados obtidos nesse estudo ampliam os conhecimentos
medicinais a respeito de plantas do género Lippia e as colocam em um importante
grupo de potenciais agentes para a terapia antitumoral. Os 6leos essenciais testados
configuram um produto que apresenta certa instabilidade e alta diversidade de
constituintes. Uma continuidade ao estudo de suas propriedades farmacolégicas
poderia incluir o isolamento destes compostos buscando-se as substancias de acao.
Mas, independente do composto em si que poderia ser pesquisado, os resultados
gerados conferem ainda possibilidades para terapias in vivo baseadas em

mecanismos biotecnolégicos.
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7 CONCLUSAO

Esse trabalho mostra pela primeira vez que 6leos essenciais das espécies L.
alba, quimiotipos geraniol e carvona, L. sidoides, L. salviifolia, L. rotundifolia e L.
lacunosa, exerceram efeito antiproliferativo sobre as linhagens de melanoma MeWo
e de carcinoma de colon CT26.WT, mas nao afetaram a linhagem normal testada,
destacando uma importante seletividade de agéo.

Além disso, os Oleos de L. alba quimiotipos geraniol e carvona e de L.
rotundifolia foram capazes de promover parada do ciclo celular na fase G1 nas
células de Mewo. Os 6leos de L. alba geraniol e L. lacunosa foram capazes, ainda,
de provocar intensa morte celular nas células dessa linhagem, sendo a morte
provocada por L. alba geraniol confirmada como apoptose. Ja sobre a linhagem
CT26.WT, os Oleos de L. alba geraniol, L.sidoides, L. salviifolia, L.rotundifolia e L.
lacunosa induziram paradas de ciclo celular em fase GO/G1 e/ou em fase G2/M. N&o
foi observado efeito de morte celular expressivo sobre esta linhagem quando tratada
com os Oleos essenciais de Lippia.

Quase 60 microRNAs de células de CT26.WT foram encontrados
desregulados com a acdo dos 6leos de L. alba geraniol, L. lacunosa, L. sidoides e L.
rotundifolia. Muitos desses ja foram reportados up- ou down-regulados em células ou
amostras de carcinoma de célon e no nosso estudo apresentaram regulacao oposta,
apontando a interferéncia dos O6leos essenciais sobre a expressdo desses
microRNAs.

O presente estudo acredita ter contribuido com importantes
entendimentos iniciais a respeito da atividade dos 6leos esenciais de espécies de
Lippia sobre linhagens de células tumorais e ter levantado significativas
possibilidades de mecanismos de acao relacionados ao ciclo celular e a expressao
de microRNAs. Essas informacdes enriguecem os estudos da linha de pesquisa com
plantas do género Lippia do Laboratério de Genética da UFJF que ja ha mais de 10
anos desenvolve pesquisas nessa area e deixa lancada a toda comunidade
académica contribuicbes importantes na busca de novos compostos

anticancerigenos.
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APENDICE

APENDICE A — Viabilidade celular obtida ap6s tratamento com os 6les de L. alba
quimiotipos geraniol e carvona, L. sisoides, L. salviifolia, L. rotundifolia e L. lacunosa
e com o controle positivo 5-fluorouracila em células da linhagem de tecido normal de
ovario CHO-K1.
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