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RESUMO

O género Cymbopogon, € composto por 144 espécies, das quais, muitas possuem
atividades biologicas ja descritas como anticonvulsivante, anti-inflamatério e
antimicrobiano. O C. flexuosus e C. winterianus, sdo espécies deste género,
adaptadas e cultivadas no Brasil, onde sdo conhecidas popularmente como Capim
Lim&o e Citronela, respectivamente. O cancer cervical € um tipo de cancer que
afeta a extremidade inferior do Utero, tendo como a principal causa a infec¢éo pelo
HPV de alto risco. Mundialmente, este tipo de cancer acomete cerca de 662 mil
mulheres por ano, sendo responsavel por aproximadamente 348 mil mortes. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antiproliferativo dos 6leos
esséncias de C. flexuosus e C. winterianus e seus compostos majoritarios frente a
linhagem de cancer cervical HelLa. Através das técnicas de CG-MS foi possivel
identificar os compostos a-Citral (43,67%) e B-Citral (26,52%) como majoritarios do
O0leo de C. flexuosus e Citronelal (38,89%), como composto majoritario das
amostras de C. winterianus. Através do ensaio de viabilidade celular de MTT
utilizando células HelLa, foi possivel observar potencial atividade antiproliferativa,
dos 6leos essenciais de C. flexuosus e C. winterianus, dos compostos Citral e
Citronelal puros e complexados com B-ciclodextrina. O ensaio de MTT também foi
realizado utilizando as células ndo tumorais NIH-3T3, tornando possivel, através
dos valores de ICso obtidos, calcular o indice de seletividade das amostras, que
demonstraram boa seletividade, a excecdo da amostra de Citral complexado. Os
resultados de ensaio de migracdo celular in vitro, sugerem que as amostras
testadas atuam inibindo a migracdo celular. Um mecanismo proposto para tais
resultados esta relacionado a capacidade destes compostos aumentarem a
populacao de células na fase G2/M, com concomitante diminuicdo da populacao de
células na fase GO/G1. Tomados em conjunto os resultados observados sugerem

um potencial anticancer dos 6leos essenciais e seus compostos majoritarios.

Palavras-chave: Cymbopogon, Citral, Citronelal, Cancer Cervical
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ABSTRACT

The genus Cymbopogon is made up of 144 species, many of which have already
described biological activities such as anticonvulsant, anti-inflammatory and
antimicrobial. C. flexuosus and C. winterianus are species of this genus, adapted
and cultivated in Brazil, where they are popularly known as Capim Limao and
Citronella, respectively. Cervical cancer is a type of cancer that affects the lower
end of the uterus, the main cause of which is high-risk HPV infection. Worldwide,
this type of cancer affects around 662 thousand women per year, being responsible
for approximately 348 thousand deaths. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the antiproliferative potential of the essential oils of C. flexuosus and C.
winterianus and their main compounds against the HeLa cervical cancer line. Using
GC-MS techniques, it was possible to identify the compounds a-Citral (43.67%) and
B-Citral (26.52%) as the majority of C. flexuosus oil and Citronellal (38.89%), as a
compound majority of C. winterianus samples. Through the MTT cell viability assay
using HeLa cells, it was possible to observe potential antiproliferative activity of the
essential oils of C. flexuosus and C. winterianus, of the pure Citral and Citronellal
compounds and those complexed with B-cyclodextrin. The MTT assay was also
carried out using NIH-3T3 non-tumor cells, making it possible, through the 1C50
values obtained, to calculate the selectivity index of the samples, which
demonstrated good selectivity, with the exception of the complexed Citral sample.
The results of the in vitro cell migration assay suggest that the tested samples act
by inhibiting cell migration. A proposed mechanism for such results is related to the
ability of these compounds to increase the cell population in the G2/M phase, with
a concomitant decrease in the cell population in the GO/G1 phase. Taken together,
the observed results suggest an anticancer potential of essential oils and their major

compounds.

Keywords: Cymbopogon, Citral, Citronellal, Cervical Cancer
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1. INTRODUCAO

Globalmente o cancer é uma das maiores complicacbes de saude que
acomentem a humanidade, em 2022 cerca de 19 milhdes de pessoas
desenvolveram algum tipo de cancer. O cancer é a segunda principal causa de
mortes no mundo, sendo responsavel por aproximadamente 9,7 milhdes de
mortes em 2022. No Brasil foram estimados 627 mil nhovos casos de cancer em

2022 com aproximadamente 278 mil mortes (WHO, 2024).

Segundo dados do Global Cancer Observatory, o cancer cervical € um
dos principais tipos de cancer entre as mulheres, com uma estimativa de
incidéncia de 662 mil novos casos e mortalidade anual de 348 mil mulheres em
2022, em todo o mundo (WHO, 2024). A mortalidade devido ao cancer cervical
em estagio avancado continua sendo um dos principais desafios clinicos em todo
o mundo. Atualmente, diversas abordagens, como quimioterapia, cirurgia e/ou
radioterapia ou suas combinacfes, sdo praticadas rotineiramente nas clinicas
para o melhor manejo do cancer cervical. A doxorrubicina (DOX) é um dos
medicamentos quimioterapicos mais eficazes e potentes usados para o0
tratamento de varios tipos de cancer, incluindo o cancer cervical nas clinicas,
semelhante a qualquer outro medicamento quimioterapico convencional. A DOX
também ndo possui especificidade/seletividade para atingir as células de cancer
e, portanto, mata as células em divisdo normal no corpo (PUGAZHENDHI et al.,
2018). Alem da resisténcia aos medicamentos, a toxicidade tecidual normal

continua sendo um grande desafio clinico que limita o sucesso da quimioterapia.

Os produtos naturais emergem como uma excelente alternativa no

desenvolvimento de novos medicamentos anticancer. Uma analise da origem
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dos medicamentos desenvolvidos entre 1981 e 2019 revelou que mais de 49%
dos medicamentos langados no mercado eram derivados de produtos naturais,
enquanto apenas 24% dos medicamentos desenvolvidos eram de origem
sintética (NEWMAN e CRAGG, 2020). Exemplos da importancia dos compostos
advindos do metabolismo das plantas para o desenvolvimento de novos
farmacos sdo 0s agentes quimioterapicos hoje presentes no tratamento do
cancer que sao provenientes de plantas como Vincristina, Vinblastina e Taxol
(KINGHORN et al., 2011; NEWMAN e CRAGG, 2020) Os fitoquimicos e seus
derivados tém a capacidade de aumentar a eficacia do tratamento em pacientes
com cancer, além de minimizar os efeitos colaterais. Muitos desses
fitoconstituintes sdo compostos naturais com propriedades biolégicas ativas e
efeitos antitumorais relevantes. Os compostos fitoquimicos geralmente atuam ao
regular as vias de sinalizagdo molecular envolvidas no desenvolvimento do
cancer. Entre os mecanismos especificos, destacam-se o aumento do status
antioxidante, a inativacao de carcindégenos, a inibicao da proliferacdo celular, a
inducéo da parada do ciclo celular e apoptose, além da regulacédo do sistema

imunolégico (CHOUDHARI et al., 2020).

Espécies do género Cymbopogon emergem como boas alternativas de
estudo para o desenvolvimento de novos medicamentos, na literatura cientifica
diversas atividades biolégicas ja foram descritas para essa espécie como
hepatoprotetora (MALIK et al., 2024), antifingica (CUENCA-LEON et al., 2024),
antioxidante e antimicrobiana (TAZI et al., 2024), bem como possui potencial
anticancer (KIELTYKA-DADASIEWICZ et al., 2024; BAYALA et al.,, 2023;
MUKHTAR et al.,, 2023). Dessa forma o desenvolvimento de estudos de

espécies do género Cymbopogon no cancer cervical pode auxiliar no
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desenvolvimento de novos conhecimentos que possam auxiliar no combate a

essa patologia.

1.1 OS PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE NOVOS
MEDICAMENTOS

Por milhares de anos os produtos naturais vém desempenhando um papel
destacado no tratamento e prevencéo de doencas humanas em todo o mundo.
Medicamentos de produtos naturais sdo desenvolvidos a partir de diferentes
fontes de origem, incluindo animais, plantas e microrganismos (CHIN et al.,

2006).

Os produtos naturais sao fontes importantes para novos medicamentos,
adequados para modificacbes adicionais durante o desenvolvimento de
medicamentos, uma analise da origem dos medicamentos desenvolvidos entre
1981 e 2010 mostrou mais da metade dos medicamentos langados no mercado
eram direta ou indiretamente derivados de produtos naturais, enquanto que
apenas 36% dos medicamentos lancados neste periodo eram puramente

sintéticos (NEWMAN e CRAGG, 2020).

A utilizacdo de produtos naturais para o desenvolvimento de novos
medicamentos tem origem nas diversas estruturas e nos intrincados esqueletos
de carbono dos produtos naturais. Os metabolitos secundarios de fontes naturais
sdo elaborados dentro de sistemas vivos, desta maneira, frequentemente
demonstram mais compatibilidade biolégica do que moléculas totalmente
sintéticas, 0o que os torna excelentes candidatos para o desenvolvimento de

drogas (KOEHN e CARTER, 2005).
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Os produtos naturais e suas drogas relacionadas podem ser utilizados no
tratamento de uma grande quantidade de doencas humanas, como agentes
antibacterianos, anticancer, anticoagulantes, antiparasitarios, entre outras (CHIN
et al., 2006). Alguns exemplos de compostos naturais derivados de plantas que
se tornaram indispensaveis para a medicina moderna podem sdo agentes
quimioterapicos, por exemplo, Paclitaxel e seus derivados de espécies de Teixo
(Taxus brevifolia), Vincristina e Vinblastina da Vinca de Madagascar
(Catharanthus roseus (L.) G. Don), e a camptotecina e seus analogos
descobertos na arvore chinesa Camptotheca acuminata Decne (KINGHORN et

al., 2011).

1.2 O GENERO Cymbopogon

O género Cymbopogon é composto por 144 espécies e esta amplamente
distribuido em regibes tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América. Este
género é reconhecido por possuir alto teor de 6leos essenciais que por sua vez
vém sendo usados para uma grande gama de aplicacbes, que incluem
cosmeéticos, produtos farmacéuticos e perfumaria. Espécies do género
Cymbopogon possuem alto valor comercial, que ainda é potencializado devido a
capacidade que estas espécies tém de crescer em condi¢cdes climaticas

moderadas e extremamente severas (AVOSEH et al., 2015).

O uso popular das espécies do género Cymbopogon é bastante diverso,
sdo relatados, por exemplo, aplicagbes como cha, suplemento medicinal,
repelente de insetos, inseticida, no controle da gripe e como anti-inflamatério e
analgésico (AVOSEH et al., 2015). Varios ensaios confirmaram o potencial das
espécies Cymbopogon para seus diferentes usos como, 0 potencial
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anticonvulsivante de C. winterianus (QUINTANS-JUNIOR et al., 2008), o
potencial anti-hiperalgésico e anti-inflamatério de C. citratus (CAMPOS et al.,
2019), a atividade antibacteriana de C. khasianus (SINGH e KATOCH, 2020), a

atividade antifingica de C. Martini (ANGIOLELLA, 2020), dentre outras.

A grande quantidade de informacdo obtida através dos estudos
etnofarmacologicos do género Cymbopogon, levou ao interesse sobre os
constituintes quimicos presentes no género. Diversos estudos demonstraram a
presenca de diferentes compostos quimicos nas espécies de Cymbopogon,
foram isolados alcaloides, terpenoides volateis e nao volateis, flavonoides,
carotenoides e taninos de diferentes partes das plantas (AVOSEH et al., 2015).
Os compostos de maior destaque nas espécies de Cymbopogon sdo 0s
terpenoides volateis como o cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol e trans-p-Mentha-1(7),8-
dien-2-ol em C. giganteus, citronelal e geraniol em C. winterianus, citral em C.

flexuosus e C. citratus (AHMAD e VILJOEN, 2015).

1.3 Cymbopogon flexuosus e Cymbopogon winterianus

O Cymbopogon flexuosus (Nees) Will. Watson e Cymbopogon winterianus
Jowitt ex Bor ndo sdo espécies nativas do Brasil, porém sdo adaptadas e
cultivadas no pais, pertencem a familia Poacea e ao género Cymbopogon. O C.
flexuosus é popularmente conhecido como Capim Liméo e esta presente no
Nordeste (Ceard), Centro-Oeste (Distrito Federal) e Sudeste (Sédo Paulo) (Figura

1, A). O C. winterianus é popularmente conhecido como Citronela ou Citronela
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de Java e esta mais amplamente distribuido no Brasil, ocorrendo em todas as

regides do pais (Figura 1, B) (FLORA DO BRASIL, 2020).

A B

Distribuicdo Geografica de C. flexuosus Distribuicdo Geografica de C. winterianus

S

Figura 1: Distribuicao geogréafica de C. flexuosus (A) e C. winterianus (B), no Brasil.
Adaptado de Flora do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020).

Estudos envolvendo o C. flexuosus demonstraram uma série de
atividades biolégicas como a atividade antifangica (NARDONI et al., 2019),
antimicrobiana (XIAO et al., 2020), anticancer frente a linhagens de cancer renal
e de mama (GAONKAR et al., 2018), estes efeitos estdo relacionados ao Citral,
0 composto majoritario encontrado na espécie. O C. winterianus tem como
composto majoritario o citronelal (AHMAD e VILJOEN, 2015), algumas
propriedades ja foram descritas para a espécie como, repelente (EL-HELALY et
al., 2020), antimicrobiana (STAUDT et al., 2020), larvicida (MANH et al., 2020) e

antifungica (ALMEIDA et al., 2016).
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1.4 COMPLEXACAO COM CICLODEXTRINAS

A utilizacdo préatica de Oleos essenciais e seus compostos majoritarios é
limitada devido a sua baixa solubilidade em &agua, por serem compostos
hidrofébicos, e devido a sua baixa estabilidade a agentes ambientais como

oxigénio e temperaturas elevadas, sendo altamente volateis (LU et al., 2018).

As ciclodextrinas (CD) tém sido amplamente utilizadas para melhorar a
biodisponibilidade de produtos naturais, como terpenos e 06leos essenciais,
potencializando a sua aplicacdo farmacolégica (RODRIGUES et al., 2017). As
CDs séo oligossacarideos ciclicos na forma de cones truncados, compostos por
mondmeros de a-D-glucopiranose ligados por ligagbes a-1,4, sendo as CDs
naturais classificados como a-CD, B-CD ou y-CD, tendo seis, sete ou oito
mondmeros, respectivamente. Elas tém uma cavidade central hidrofébica e uma
superficie hidrofilica e podem incorporar uma variedade de moléculas para
formar complexos hospedeiro-h6spede, resultando em aumento da solubilidade
em agua, estabilidade e biodisponibilidade da molécula héspede (BREWSTER
e LOFTSSON, 2007). Entre as CDs naturais, a p-ciclodextrina € mais utilizada

para complexacao de farmacos.

1.5 O CANCER E O FENOMENO DA RESISTENCIA A MULTIPLAS
DROGAS

Cancer é um termo genérico utilizado para denominar um conjunto de
mais de 100 doengas onde o crescimento desordenado de células, que invadem
orgaos e tecidos, € um ponto em comum. Estas células tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, devido a sua rapida divisdo, culminando com a
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formacao de tumores, que podem migrar para outras regides do corpo (INCA,
2020). O cancer desenvolve-se a partir da transformacao de células normais em
células tumorais em um processo que de forma geral progride de uma lesao pré-
cancerosa para um tumor maligno. Essas mudancgas resultam da interacao entre
os fatores genéticos e agentes externos, como por exemplo, carcinbgenos
fisicos, como radiacdo ultravioleta e ionizante; carcin6genos quimicos, como
amianto, componentes da fumaca do tabaco; carcinégenos biol6gicos, como

infec¢des por virus, bactérias ou parasitas (WHO, 2024).

O céancer acomete anualmente mais de 19 milhfes de pessoas e é a
segunda principal causa de mortes globalmente, sendo responsavel por
aproximadamente 9,7 milhGes de mortes em 2022 (Tabela 1), segundo dados do
Global Cancer Observatory (WHO, 2024). Ainda segundo dados do Global
Cancer Observatory, no Brasil em 2022, foram estimados 627 mil novos casos
de cancer. Entre os homens destacam-se 0s casos de cancer de prostata, colon
e reto, pulmdes e estomago. Entre as mulheres destacam-se os casos de cancer
de mama, tireoide, célon e reto e colo do utero. O nimero de mortos por cancer,

no Brasil, gira em torno de 278 mil anualmente (WHO, 2024).

Tabela 1: Incidéncia e Mortalidade do cancer no mundo

Regiédo Incidéncia Mortalidade
Africa 1.185.216 763.843
América Latina e Caribe 1.551.060 749.242
América do Norte 2.673.174 706.427
Europa 4.471.422 1.986.093
Oceania 269.088 73.776
Asia 9.826.539 5.464.451

Fonte: Global Cancer Observatory, https://gco.iarc.fr/today/en, acessado em 09/2024
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Um importante problema observado em relagdo ao sucesso da
quimioterapia no tratamento das neoplasias é o desenvolvimento de resisténcia
aos quimioterapicos empregados, essa resisténcia a quimioterapia é
responsavel pelo insucesso no tratamento. A resisténcia a mdultiplas drogas
(MDR) consiste na auséncia de resposta aos quimiotergpicos, tanto aos
utilizados inicialmente, quanto aqueles empregados como alternativa (HUBER et
al., 2010). Uma das caracteristicas interessantes da MDR é que os
quimioterapicos envolvidos no fenémeno de resisténcia ndo possuem analogia
estrutural nem farmacolégica como, por exemplo, em casos onde a vimblastina,
que € um alcaloide bisinddlico, e a doxorrubicina, que é uma antraciclina, séo
empregados (DEWICK, 2009). A MDR esta relacionada a uma série de fatores
que ndo sdo plenamente elucidados. Os principais fatores envolvidos s&o o
transporte da droga através da membrana plasmatica, alteracdo no metabolismo
da droga, aumento na reparacéo do DNA e diminuicdo da apoptose (QIAN et al.,

2019; LI et al., 2016).

Dentre os fatores envolvidos na MDR, a principal forma de resisténcia esta
relacionada com a supra-regulacdo, na membrana das células de cancer, de
transportadores ABC (ATP-binding cassette) (CHEN et al., 2020). Certos
transportadores ABC atuam transportando ativamente os quimioterapicos para
fora das células de céncer, € o caso da glicoproteina-P (P-gp), também
conhecido como ABCBL1, que possui a capacidade de bombear para fora das
células de cancer certas drogas antineoplasicas, diminuindo sua concentracéo e
levando a MDR (ZHOU, 2008), outros transportadores ABC tem sido

relacionados ao fendbmeno de MDR, € o caso do transportador ABCC1, também
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conhecido como Multidrug Resistance Protein 1 (MDR1) (MURAHARI et al.,

2017).

1.6 O CANCER CERVICAL

Céancer cervical ou cancer de colo do utero é a denominacéo utilizada para
designar o tipo de cancer onde ocorre o desenvolvimento de tumores na ceérvix
uterina, a extremidade inferior do Gtero. A desordenada multiplicacdo do epitélio
de revestimento do 6rgdo compromete o 6rgdo em si, bem como possui a
capacidade de invadir outros tecidos e 6rgdos (WHO, 2024). A quase totalidade
dos casos de lesdes cervicais pré-cancerosas e do cancer cervical (99%) é
causada por infeccdo pelo HPV, o Papilomavirus Humano, um virus
extremamente comum transmitido através do contato sexual (VU, et al., 2018).
As infeccbes por HPV séo, na maioria das vezes, subclinicas e transitorias. O
HPV possui a capacidade de escapar do sistema imune do hospedeiro e diminuir
a imunidade inata, porém, cerca de 90% das mulheres sdo capazes de eliminar
naturalmente a infeccéo primaria por HPV em até dois anos; apenas 1% a 2%
das infeccbes evoluem para cancer cervical crénico. No entanto, em algumas
mulheres com infeccdes persistentes por HPV de alto risco, a possibilidade da
infeccdo evoluir para o estado pré-canceroso aumenta significativamente
(DELIGEOROGLOU et al., 2013; MCBRIDE, 2017). Os tipos de HPV com
maiores propriedades carcinogénicas, classificados como HPV de alto risco sao
do tipo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 (PENG et al.,

2020).

O HPV infecta células na camada basal do epitélio, provavelmente via
microabrasdes na superficie epitelial. A Internalizacdo do virus leva varias horas,
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apos as quais o DNA viral é liberado do capsideo e transportado para o nucleo
como material genético livre ou epissomas extracromossémicos (CROSBIE et
al., 2013). A replicacdo ocorre apenas em células suprabasais, diferenciadas
que sdo destinadas a maturidade e senescéncia e, desta maneira, nao
expressam naturalmente a maquinaria replicativa necessaria a sobrevivéncia do
virus. O HPV contorna esse problema codificando duas proteinas - E6 e E7 -
que, juntas, promovem a proliferagéo celular, prolongam a progressao do ciclo
celular e previnem a apoptose, a célula torna-se permissiva a replicacao viral e
o genoma do HPV passa a ser gerado dentro das células (GHITTONI et al.,
2010). Ocorre entdo a expressdo, nas camadas mais superficiais do epitélio, das
proteinas do capsideo - L1 e L2 -, a montagem viral ocorre e, finalmente, novas
particulas virais infecciosas (virions) passam a ser liberadas na superficie
epitelial. Este ciclo leva de 2 a 3 semanas, o tempo coincide com aquele
necessario para que uma célula cervical migre das camadas basais para as mais
superficiais do epitélio, amadureca, passe pela senescéncia e morra (STANLEY,
2010). Em determinadas infec¢des por HPV de alto risco, as proteinas E6 e E7
sao extremamente eficientes ao bloquear reguladores negativos do ciclo celular,
fazendo com que as células infectadas nunca amadurecam, este processo leva
a instabilidade genbmica, permitindo que as alteracdes genéticas se acumulem,
levando a transformacédo maligna de uma célula infectada com o HPV em uma

célula cancerosa invasiva (CROSBIE et al., 2013).

Mundialmente, o cancer cervical acomete cerca de 662 mil mulheres por
ano, sendo o quarto cancer de maior incidéncia e a quarta maior causa de mortes
entre os casos de cancer que acometem mulheres, sendo responsavel por

aproximadamente 348 mil de mortes em 2022 (WHO, 2024). Segundo dados do
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Global Cancer Observatory, no Brasil em 2022, ocorreram, aproximadamente,
18 mil novos casos de cancer cervical e por volta de 9 mil mortes por cancer
cervical no Brasil (WHO, 2024). O fenbmeno de MDR também é observado no
cancer cervical, a superexpressao da glicoproteina P ja foi bem estabelecida
como um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento da MDR no cancer
cervical (WAGNER et al., 2017), além disso em outros transportadores ABC,
como o ABCC1, ja foi demonstrado um papel central no desenvolvimento da

MDR no cancer cervical (MURAHARI et al., 2017).

Desta forma a necessidade de novos quimioterapicos que sejam

eficientes e seguros para o tratamento do cancer cervical.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antiproliferativo dos 6leos essenciais de C. flexuosus e
C. winterianus e seus compostos majoritarios, frente a linhagem de cancer

cervical Hela.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os compostos dos 6leos essenciais através da CG-MS

Complexar e caracterizar o Citral e Citronelal com -ciclodextrina

Analisar a atividade metabdlica através do ensaio de MTT

Analisar a migracao celular através do ensaio Wound Healing
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Analisar o ciclo celular por citometria de fluxo

3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Oleos essenciais de C. flexuosus (CF) e C. winterianus (CW) foram
obtidos da empresa Entrefolhas Oleos Essenciais e Cosméticos (Rio de Janeiro,
Brasil), Citral e Citronelal foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich® (San Luis,
Missouri, EUA), soro fetal bovino (SFB), penicilina/estreptomicina e meio de
cultura DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) foram obtidos da Cultilab®
(Campinas, Brasil). MTT (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) foi obtido
da Thermo Fisher® (Massachusetts, EUA). Fauldoxo (Doxorrubicina) foi obtido

da Libbs Farmacéutica (Sao Paulo, Brasil).

3.2 CULTURA CELULAR

As linhagens celulares HelLa (adenocarcinoma cervical) e NIH-3T3
(fibroblastos murinos ndo-tumorais) foram gentilmente cedidas pelo CEMIB-
UNICAMP. Todas as linhagens foram cultivadas em estufa incubadora a 37 °C
e 5% de COg2, utilizando-se meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal

bovino e 1% de penicilina/estreptomicina.
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3.3 ANALISE DE AMOSTRA POR CROMATOGRAFIA A GAS /
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (GC/MS)

As solucdes dos 6leos essenciais a serem analisados, foram preparadas
em concentracdes de 10 mg mL-1, utilizando Tetraidrofurano destilado como
solvente de diluicdo. A analise foi realizada utilizando um cromatografo a gas
(GC/MS da Thermo Scientific, Bremen, Germany), modelo TRACE 1310 /
espectrometro de massas modelo TSQ-9000, com o autoamostrador TriPlus
RSH sob as seguintes condi¢cdes cromatograficas de analise: Coluna NA-5MS
(5% difenil 95% dimetilpolisiloxano), dimensfes da coluna: 60 m x 0,25 mm x
0,25 um de espessura do filme, programacao do forno: 50 °C (5 min); 5 °C min-
1 até 280 °C (10 min), gas de arraste e fluxo: Hélio / 1 mL min-1, volume de
injecao/Split: 1 yL / 1:50 (Split), temperatura do injetor: 280 °C, temperatura da
interface: 280 °C, temperatura da fonte de ions: 300 °C, ionizac&o por elétrons:
70 eV e tempo de andlise: 61 min. Os dados foram adquiridos no modo de
varredura (SCAN) na faixa de m/z de 40 a 550 Da, e corte do solvente feito a 5,5
min. A caracterizacao dos 0Oleos e a atribuicdo dos dados foi realizada a partir do
software Thermo Scientific Chromeleon Chromatography Data System (CDS)
(versdo 7.2.10), e os compostos foram identificados experimentalmente por
comparacao dos espectros, com os bancos de dados da biblioteca espectral
NIST 05 e com base na comparacdo dos indices de retencdo dos compostos,
calculados a partir de um padrdo de n-alcanos de C7 a C24, com o0s indices

disponiveis na literatura.
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3.4 COMPLEXAGAO DAS AMOSTRAS COM B-CICLODEXTRINA

3.41 OBTENCAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO COM B-
CICLODEXTRINA

A obtencdo dos complexos de inclusao foi realizada por mistura fisica
(MF), e co-evaporacao (CoE). A proporgao molar 1:1 citronelal: B-ciclodextrina
foi empregada. A MF consistiu na simples mistura mecanica em gral com auxilio
de pistilo sem adi¢cdo de solvente. O complexo CoE foi preparado por meio de
adicdo de 8 mL de agua destilada a um almofariz e a mistura foi submetida a
uma agitacdo magnética constante de 400 rpm, durante 36 horas e apdés,
mantida por 24h em temperatura ambiente para completa evaporacao da agua.
Ao término a amostra foi macerada com auxilio de gral e pistilo e apds transferida
para o dessecador para remocao de toda umidade. Todas as amostras foram
acondicionadas em recipientes hermeticamente fechados e armazenadas em

dessecador sob temperatura ambiente.

3.4.2 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO - ANALISE
TERMICA

As curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) (DSC 2010 TA
Instruments) foram geradas usando uma faixa de temperatura de 25 - 500 °C,
sob atmosfera de nitrogénio (N2), uma taxa de fluxo de gas de 50 mL.min-1 e
uma temperatura de 10 °C min- 1 taxa de aquecimento. O porta-amostra feito de
aluminio continha 2 mg de amostra. As curvas termogravimeétricas (TG/DTG)
foram obtidas no analisador Shimadzu TG-60 com temperatura variando de 25

a 900 °C, sob atmosfera (N2), vazédo de gas de 50 mL.min-1 e 10 °C min-1 de
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taxa de aquecimento. As andlises foram realizadas utilizando um porta-amostra

de platina contendo 7 mg da amostra.

3.5 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO

3.5.1 ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA COLORIMETRICA DE MTT

O ensaio de viabilidade celular de MTT é um método amplamente utilizado
para avaliar a viabilidade e a proliferacdo celular. Este ensaio é baseado na
capacidade das células vivas de reduzir o brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-

2,5-difeniltetrazolio (MTT) a formazan, um composto arroxeado.

O MTT é um corante amarelo sollvel que atravessa a membrana celular e é
captado pelas células vivas. Uma vez dentro das células, o MTT é reduzido pelas
enzimas mitocondriais em cristais de formazan roxos. Esse processo € um
indicador da atividade metabdlica das células, que esta diretamente relacionada
a viabilidade celular. Células viaveis e metabolicamente ativas sdo capazes de
converter o MTT, enquanto células mortas ou danificadas ndo tém essa
capacidade.

Procedimento: Células HelLa e fibroblastos NIH-3t3 foram semeados em placas
de 96 pocos, na concentragdo de 3,5 x 104 células por mL, 100 pL por pogo em
meio DMEM, 10% SFB e 1% de penicilina/estreptomicina, incubadas por 24
horas em estufa a 37 °C e 5% de CO2. Ap0s as 24 horas de incubacdao, as células
foram tratadas com diferentes concentracdes, variando entre 0,78 e 50ug/mL,
dos 6leos essenciais de C. flexuosus (CF) e C. winterianus (CW), Citral (ClI),
Citronelal (CO) puros e complexados com [-ciclodextrina (B-Cl e B-CO). O

controle positivo utilizado foi a Doxorrubicina (DOX) em concentragdes variando
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entre 0,23 e 15 pg/mL, células tratadas apenas com DMEM suplementado foram
consideradas como o controle negativo. As células foram novamente incubadas,
por 48 horas, em seguida o meio foi removido e 100 pl de MTT (0,5 mg/ml) diluido
em meio DMEM puro foi aplicado, apos 4 horas de incubacao o meio foi removido
e os cristais de formazan solubilizados com 100 pul de DMSO (Dimetilsulféxido).
As placas foram agitadas mecanicamente até a completa solubilizacdo dos
cristais e entdo lidas em espectrofotometro (Epoch, Biotek Instruments®) a 570
nm. As absorbancias obtidas foram analisadas por regressdo nao-linear em
curva de dose-resposta do Log do (inibidor) x resposta normalizada, utilizando-
se o programa GraphPad Prism, versdo 8.0 © (Intuitive Software for Science,
EUA), resultando na obtencdo dos valores de ICso (Concentragdo inibitéria de
50%). Os ensaios foram realizados em triplicatas e 3 experimentos

independentes.

3.4.2 INDICE DE SELETIVIDADE

O indice de seletividade (IS) € um parametro crucial na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos anticancer, refletindo a capacidade de um
composto de agir preferencialmente sobre células cancerosas em relacdo as
células normais. Este indice ajuda a determinar a eficacia e a seguranca de um
farmaco, e € uma consideracdo vital para garantir que os tratamentos nao
apenas combatam o cancer de forma eficaz, mas também minimizem danos aos

tecidos saudaveis. O indice de seletividade é definido como a razdo entre a

concentracéo do farmaco necesséria para causar um efeito desejado em células
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cancerosas e a concentragdo necessdria para causar um efeito semelhante em

IC;I(?O tumoral

células normais. Em termos matematicos, é expresso como: [S = —cfumoral -
50

3.4.3 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR — WOUND HEALING ASSAY

O ensaio de cicatrizacao de feridas (wound healing assay) € um método
amplamente utilizado para investigar o efeito de compostos em processos de
migracdo, criticos para importantes processos do cancer, como a invasao e
metastase. Embora tradicionalmente associado ao estudo da cicatrizacdo de
feridas, esse ensaio tem se mostrado valioso em pesquisas anticancer devido a
sua capacidade de modelar e analisar aspectos relacionados ao comportamento

celular tumoral.

O ensaio de cicatrizacdo de feridas envolve a criacdo de uma "ferida" artificial
em uma cultura de células, geralmente usando uma técnica de raspagem ou um
dispositivo de "scratch". ApOs a criacdo da ferida, as células sao incubadas na
presenca do composto a ser testado e fotografada em determinados intervalos
de tempo. O objetivo € observar como as células preenchem a area da ferida ao
longo do tempo, o que pode refletir a capacidade do composto de influenciar a

migracédo e a proliferacéo celular.

Procedimento: Células HelLa foram semeadas em placas de 24 pogos, na
concentracdo de 8 x 10* células por mL, 1 mL por poco em meio DMEM, 10%
SFB e 1% de penicilina/estreptomicina, incubadas por 24 horas em estufa a 37
°C e 5% de CO2. Apés 24 horas o meio foi removido e 0s pocos lavados com

PBS (solugéo salina tamponada com fosfato), apés a remocéo do PBS, 1mL de
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meio DMEM, 0,2% SFB e 1% de penicilina/estreptomicina foi adicionado em
cada um dos pocgos, as células foram novamente incubadas por 24 horas.
Quando as células atingiram uma monocamada confluente, um risco foi
realizado na monocamada utilizando uma ponteira de 1.000 pL estéril, cada um
dos pocos foi lavado 3 vezes com PBS estéril para remocdo dos debris
resultantes da realizagéo do risco. Os tratamentos foram preparados em meio
DMEM, 0,2% SFB e 1% de penicilina/estreptomicina, com o objetivo de
minimizar a proliferagéo celular. Os riscos foram ent&o fotografados no mesmo
ponto da placa, nos tempos 0, 12, 18, 24, 36 e 48 h. As fotos foram analisadas
no programa FIlJI/imageJ, com o plugin Wound_healing_size tool. A
concentracdo das amostras testadas foi equivalente & metade dos valores de
ICs0, previamente obtidos nos ensaios de MTT. O controle negativo recebeu

apenas o meio DMEM, 0,2% SFB e 1% de penicilina/estreptomicina.

A reducdo da area livre de migracéao foi avaliada em comparacdo com cada risco
no tempo 0. A analise estatistica foi realizada através de ANOVA seguido pelo
teste de Dunnet, comparando o percentual de area livre de migracdo dos riscos

dos compostos testados com o grupo controle negativo.

3.4.4 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO -
CELULAS HelLa

A analise do ciclo celular por citometria de fluxo utilizando iodeto de
propidio (PI) € uma técnica amplamente empregada para estudar a distribuicao
das células em diferentes fases do ciclo celular. O iodeto de propidio € um
corante fluorescente que se liga ao DNA e permite a quantificacdo do contetudo

de DNA em cada célula, fornecendo informacdes detalhadas sobre a progressao

31



e a fase do ciclo celular. O ciclo celular € dividido em varias fases: GO/G1, S,
G2/M. Cada fase € caracterizada por um contetdo especifico de DNA. A analise
com iodeto de propidio permite a separacao das células com base na quantidade
de DNA, identificando assim a fase do ciclo em que as células se encontram.

Procedimento: Células HeLa foram semeadas em placas de 6-po¢os na
concentracdo de 105 células por mL, 2 mL por cada poco e incubadas por 24h.
Os pocos foram entédo lavados com PBS e um novo meio DMEM sem soro fetal
bovino foi adicionado a fim de sincronizar o ciclo celular, apés 24h em
sincronizagao, o meio foi removido e os tratamentos aplicados em concentracdes
equivalentes aos valores de ICso, por 48h. Células tratadas com meio DMEM,
10% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina foram consideradas como
controle negativo. Apos as 48 horas de tratamento o sobrenadante foi coletado,
em seguida as células aderidas foram coletadas por tripsinizacao, centrifugadas,
lavadas e ressuspendidas em 200 pL de PBS. Em seguida as células foram
fixadas com 1,8 mL de etanol 70% gelado e congeladas até o momento da leitura
no citbmetro. As células foram centrifugadas, lavadas com PBS, novamente
centrifugadas e ressuspendidas em solucao de iodeto de propidio (50 pg/mL de
iodeto de propidio, 0,1% de citrato de sédio e 0,1% de Triton X-100 em PBS).
10.000 eventos foram analisados por citometria de fluxo em citémetro de fluxo
BD Accuri™ C6 Plus para que seja avaliado os padrdes do ciclo celular. Os
histogramas das amostras serdo analisados através do programa BD
CellQuest™ Pro. As analises foram feitas em colaboragdo com a Professora Dr?

Raquel Castiglione do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UERJ.

32



4. RESULTADOS

4.1. ANALISE DE AMOSTRA POR CROMATOGRAFIA A GAS /
ESPECTROMETRIA DE MASSAS MODO SCAN (GC/MS)

O cromatograma obtido apés a analise de GC/MS da amostra de C.
flexuosus esta ilustrado na figura 2, € possivel observar dois picos em destaque
nos tempos de retencdo 24,890 e 25,750 que correspondem ao B-Citral e a-

Citral, respectivamente.
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Figura 2: Cromatograma do 6leo essencial de C. flexuosus

Foram anotadas 27 diferentes substancias, compreendendo 99,57% do
total da amostra (Tabela 2). Os componentes majoritarios encontrados na
amostra foram o Citral (70,19%) (Alfa e Beta), seguido pelo Acetato de Geranila
(9,53%), Oxido de Cariofileno (4,67%), Geraniol (3,83%) e pelo Linalol (2,99%).
Também foram anotadas diversas outras substancias como o [B-Mirceno,

Citronelol (Figura 3).
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Figura 3: Estruturas quimicas de substancias identificadas no 6leo essencial de
C. flexuosus.

Tabela 2: Compostos identificados na amostra de C. flexuosus por GC/MS

Composto Tempo de Retencao I.R . IR Arga
Experimento Literatura Relativa %
Tricicleno 14,210 929 928 0,14
a-Pineno 14,600 940 940 0,10
Canfeno 15,290 959 959 0,96
Sulcatona 16,450 991 986 1,04
3-Mirceno 16,540 993 993 0,05
0-Cymeno 17,960 1034 1027 0,06
Limoneno 18,100 1038 1036 0,66
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Cineol 18,330 1045 1046 0,08

Terpinoleno 20,080 1094 1093 0,09
Linalol 20,400 1105 1107 2,99
Citronelal 22,190 1160 1154 0,06
p-Mentan-3-ona 22,480 1169 1166 0,06
Borneol 23,060 1187 1186 0,12
a-Terpineol 23,680 1207 1200 1,45
Citronelol 24,380 1231 1236 0,44
B-Citral 24,890 1249 1249 26,52
Acetato de Linalila 24,990 1252 1252 0,16
Geraniol 25,100 1256 1255 3,83
Piperitone 25,540 1271 1268 0,16
a-Citral 25,750 1278 1278 43,67
Formato de Geranila 26,480 1303 1309 0,36
Acetato de Geranila 28,640 1381 1383 9,53
B-Elemeno 29,200 1401 1403 0,16
Cariofileno 30,200 1439 1438 1,06
a-Cariofileno 31,150 1476 1474 0,06
y-Cadineno 32,530 1531 1534 1,09
Oxido de Cariofileno 34,410 1609 1613 4,67

Para a amostra de C. winterianus, o cromatograma obtido apés a analise
de GC/MS esta ilustrado na figura 4, onde pode ser observado 3 picos em
destaque, nos tempos de retencdo 22,190, 24,400 e 25,120, correspondendo

respectivamente ao Citronelal, Citronelol e Geraniol.
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Figura 4: Cromatograma do Oleo essencial de C. winterianus

Foram anotadas 37 diferentes substancias, compreendendo 98,86% do
total da amostra (Tabela 3). Os componentes majoritarios encontrados na
amostra foram o Citronelal (38,89%), seguido pelo Citronelol (20,36%) e pelo
Geraniol (11,89%). Foram também anotadas diferentes outras substancias,
dentre elas o Cineol, Elemol e o Limoneno em percentuais que variavam de

0,03% a 4,89% (Figura 5).
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Figura 5: Estruturas quimicas de substancias identificadas no 6leo essencial de
C. winterianus.

Tabela 3: Compostos anotados na amostra de C. winterianus por GC/MS

Composto Tempo de Retencéo I.R . IR Ar_ea
Experimento Literatura Relativa %
a-Pineno 14,590 940 940 0,05
[3-Mirceno 16,530 993 993 0,08
0-Cimeno 17,950 1034 1027 0,07
Limoneno 18,100 1038 1036 4,89
B-cis-Ocimeno 18,200 1041 1044 0,07
Cineol 18,330 1045 1046 0,03
y-Terpineno 19,090 1067 1064 0,03
Terpinoleno 20,020 1094 1093 0,07
Linalol 20,400 1105 1107 0,86
Citronelal 22,190 1160 1154 38,89
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Isopulegol
Isomentol
Borneol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal
D-Verbenona
Citronelol
3-Citral
Geraniol
a-Citral
Acetato de bornila
Acetato de citronelila
Eugenol
Acetate de Geranila
B-Elemeno
Cariofileno
a-Cariofileno
y-Muuroleno
Germacreno D
a-Muuroleno
y-Cadineno
Elemol
Globulol
Cubenol
Cadinol

a-Cadinol

22,590
22,920
23,070
23,250
23,680
23,810
24,200
24,400
24,880
25,120
25,800
26,300
27,840
28,200
28,640
29,200
30,200
31,150
31,520
31,780
32,100
32,570
33,350
34,160
35,370
35,730

36,000

1172

1183

1187

1193

1207

1212

1225

1232

1248

1257

1278

1297

1352

1365

1381

1401

1439

1476

1490

1500

1513

1531

1565

1598

1651

1667

1679

1167

1182

1186

1192

1200

1218

1228

1236

1249

1255

1278

1297

1349

1365

1383

1403

1438

1474

1485

1503

1517

1534

1557

1591

1648

1660

1670

0,92
0,13
0,04
0,11
0,08
0,13
0,05
20,36
0,15
11,89
0,25
0,8
2,22
0,81
0,50
1,48
0,17
0,13
0,18
3,98
0,94
3,38
2,88
1,11
0,07
0,36

1,42
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4.2 ANALISE TERMICA DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO -
CICLODEXTRINA - CITRONELAL

A curva DSC para B-ciclodextrina mostrou um evento endotérmico em
aproximadamente 96°C, que esta associado a perda de agua dentro da cavidade
da molécula. Além disso, outro evento endotérmico seguido de exotérmico foi
observado a 316°C, esses eventos estdo relacionados a fusdo seguida pela
degradagao da B-ciclodextrina. O termograma DSC do citronelal apresentou
eventos endotérmicos entre 176,99 - 182,36°C, o que esta relacionado ao
processo de volatilizacdo do composto puro, este pico € fundamental para a
compreensao do processo de complexagao com a B-ciclodextrina. Tanto para as
amostras de CoE quanto de MF, foi possivel observar comportamento
semelhante ao da B-Ciclodextrina. Entretanto, a MF apresentou um leve pico
endotérmico entre a faixa de 200°C e 250°C, possivelmente relacionado a
molécula citronelal na mistura. Os perfis DSC dos componentes puros (Citronelal

e B-CD) e do complexo (citronelal: B-CD) estao ilustrados na Figura 6.
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Figura 6: Perfis DSC de B-ciclodextrina, Citronelal e complexo de inclusao

citronelal:B-ciclodextrina, CoE e MF.
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As curvas TG/DTG do citronelal revelaram uma perda significativa de
massa no primeiro evento (Am 92,3%) iniciando em 54,14°C e terminando em
aproximadamente 171°C, este evento esta relacionado a volatilizagdo do 6leo, a

figura 7 mostra as curvas TG/DTG.
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Figura 7: Curvas TG-DTG de 3-ciclodextrina, Citronelal e complexo de inclusédo
preparado por CoE e MF.

Para o termograma da B-ciclodextrina foi possivel observar dois eventos
de perda de massa, o primeiro evento ocorrido a 63°C terminou em 118°C (Am
14%), este evento esta associado a desidratagdo da B-ciclodextrina. Outro
evento observado foi a 310°C terminando em aproximadamente 359°C (Am
85,64%), relacionado a decomposigdo da [-ciclodextrina. A analise do
termograma de MF e CoE mostra a presenca de dois eventos, um
comportamento semelhante ao da B-ciclodextrina. O resultado do CoE iniciou
seu primeiro evento com temperatura de 54°C, enquanto a MF iniciou em

66,33°C, com ambos os eventos terminando perto de 127°C (Am 17% MF e 27%
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CoE). Este evento térmico possivelmente esta relacionado a desidratagao da (3-
ciclodextrina presente nas amostras e a volatilizacdo do 6leo. Porém, esse
evento relacionado a desidratacao/volatilizacdo evidenciou a formacdo de um
complexo, portanto pode-se supor que a agua da cavidade, presente na (-
ciclodextrina, foi substituida por moléculas de citronelal. Outro evento observado
para MF e CoE iniciou em temperaturas de 308,39°C para CoE e 307°C para
MF, terminando em aproximadamente 358,32°C para CoE e 350°C para MF com

Am de 90,5% e 86%, respectivamente.

4.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR — MTT

De forma a avaliar a viabilidade das células HelLa apds o tratamento com
os Oleos essenciais de C. flexuosus e C. winterianus, Citral e Citronelal puros e

complexados com B-ciclodextrina, foi empregado o ensaio de MTT.

Apos 24 horas de tratamento com o 6leo essencial de C. flexuosus, Citral
puro e complexado com B-ciclodextrina, foi demonstrada atividade citotoxica
frente a linhagem celular Hela. O 6leo essencial de C. flexuosus demonstrou

citotoxicidade a partir de concentracao de 0,78 ug/mL, e o valor de IC50 obtido
foi de 2,9 yg/mL. A amostra de Citral puro também mostrou-se citotoxica contra
células HelLa, concentracdes tdo baixas quanto 1,56 pug/mL j& se mostraram
significantes, o ICso obtido foi de 3,2 ug/mL. Para a amostra de Citral complexado
com B-ciclodextrina o valor de ICso obtido foi de 7,4 ug/mL, surpreendentemente
superior ao encontrado para o Citral pruro, concentragdes a partir de 1,01 pg/mL

ja mostraram diferenca significante quando comparadas ao controle negativo. As
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curvas dose-resposta e graficos de viabilidade celular estao ilustrados na figura
8.
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Figura 8: Ensaio de viabilidade celular de MTT, em células HeLa (C. flexuosus, Citral e Citral
complexado). Curvas dose-resposta e grafico de viabilidade celular. Os dados foram
analisados com ANOVA de duas vias e pds teste de Dunnet e sdo apresentados em média +
erro padrdo da média. DMEM 10% SFB foi utilizado como controle negativo.

A viabilidade das células Hela foi avaliada apds 24 horas de tratamento
com o Oleo essencial de C. winterianus, Citronelal puro e complexado com -
ciclodextrina. As amostras testadas se mostraram citotoxicas, um valor de ICso
de 2,5 pg/mL foi obtido para o 6leo essencial de C. winterianus, e concentracdes
a partir de 0,39 pg/mL foram suficientes para produzir diferengca quando
comparado ao controle negativo. O citronelal puro e complexado com [-
ciclodextrina também foi citotdxico contra as células HelLa. Valores de ICsode 4,2

pg/mL e 4,5 pg/mL foram obtidos, respectivamente, para a amostra de Citronelal
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puro e Citronelal complexado. A partir de concentragéo de 1,56 pg/mL ja foram
observados efeitos significativos, quando comparado ao controle negativo, para
a amostra de Citronelal. A amostra de Citronelal complexada com B-ciclodextrina
foi capaz de produzir efeito na viabilidade celular a partir de concentragfes tao
baixas quanto 0,37 pg/mL. As curvas dose-resposta e grafico de viabilidade
celular relativos ao 6leo de C. winterianus, Citronelal puro e complexado, estéo

ilustrados na figura 9.
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Figura 9: Ensaio de viabilidade celular de MTT em células HeLa (C. winterianus, Citronelal e
Citronelal complexado). Curvas dose-resposta e grafico de viabilidade celular. Os dados foram
analisados com ANOVA de duas vias e pos teste de Dunnet e sdo apresentados em média +
erro padrao da média. DMEM 10% SFB foi utilizado como controle negativo.

A viabilidade das células HeLa também foi avaliada quando tratadas com

o Cloridrato de Doxorrubicina, que se mostrou eficiente ao produzir diminuicao

da viabilidade celular em concentracdes a partir de 0,2 pug/mL e valore de ICso
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de 1,3 pug/mL, a curva dose-resposta e grafico de viabilidade celular apds o

tratamento com a Doxorrubicina estéo ilustrados na figura 10.
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Figura 10: Ensaio de viabilidade celular de MTT em células HelLa (Doxorrubicina). Curvas
dose-resposta e grafico de viabilidade celular. Os dados foram analisados com ANOVA de duas
vias e pos teste de Dunnet e sdo apresentados em média + erro padrdo da média. DMEM 10%
SFB foi utilizado como controle negativo.

Também foi realizado ensaio de MTT dos compostos avaliados no
presente trabalho, bem como da Doxorrubicina em células ndo-tumorais, para
tanto foram utilizadas células de fibroblasto murino NIH-3t3. Assim como ocorrido

em células HelLa, também nos fibroblastos NIH-3t3 os compostos testados

mostraram certa citotoxicidade.

Apos 24 horas de tratamento com o 6leo essencial de C. flexusosus, Citral
puro e complexado com B-ciclodextrina foi possivel observar que o 6leo de C.
flexusos alterou a viabilidade celular das células NIH-3t3, ja a partir de
concentracbes de 1,56 pg/mL, porém a partir dos célculos das curvas dose-
resposta, foi possivel observar que os valores de ICso (15,2 pg/mL) foram
ligeiramente superiores aos encontrados para as células HeLa. Comportamento

semelhante foi observado para a amostra de Citral puro, concentra¢des a partir
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dos 0,78 pg/mL foram capazes de induzir alteragdes significantes na viabilidade
celular dos fibroblastos NIH-3t3, o valor de ICso encontrado foi de 11 pg/mL. Para
a amostra de Citral complexado foi observada alteracdo na viabilidade celular
em ensaio de MTT a partir da concentracao de 3,12 pg/mL, com valor de ICso de
19,5 pg/mL. As curvas dose-resposta e graficos de viabilidade celular em

fibroblastos NIH-3t3 estéo ilustrados na figura 11.
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Figura 11: Ensaio de viabilidade celular de MTT em células NIH-3t3 (C. flexuosus, Citral e Citral
complexado). Curvas dose-resposta e grafico de viabilidade celular. Os dados foram
analisados com ANOVA de duas vias e pds teste de Dunnet e sdo apresentados em média +
erro padréo da média. DMEM 10% SFB foi utilizado como controle negativo.

Ensaio de MTT utilizando o 6leo de C. winterianus, Citronelal puro e
complexado com f-ciclodextrina foi realizado em células NIH-3t3. A partir dos

resultados obtidos foi possivel observar que o 6leo de C. winterianus apresentou

citotoxicidade contra a linhagem NIH-3t3, alterando a viabilidade dos fibroblastos
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em concentragdes a partir de 0,78 pg/mL e apresentando valor de ICso de 7,8
pg/mL. O mesmo comportamento foi observado para as amostras de Citronelal
puro e complexado com B-ciclodextrina, para ambas as amostras concentra¢des
de 0,78 pg/mL foram capazes de alterar a viabilidade dos fibroblastos murinos.
Foram obtidos valores de ICso de 14,2 pg/mL e 17 pg/mL para o Citronelal puro
e complexado, respectivamente (figura 12).
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Figura 12: Ensaio de viabilidade celular de MTT em células NIH-3t3 (C. winterianus, Citronelal
e Citronelal complexado). Curvas dose-resposta e grafico de viabilidade celular. Os dados
foram analisados com ANOVA de duas vias e p0s teste de Dunnet e sdo apresentados em
média * erro padrao da média. DMEM 10% SFB foi utilizado como controle negativo.

A doxorrubicina também foi testada em ensaio de MTT frente a linhagem
NIH-3t3. Assim como nos 6leos essenciais e compostos puros e complexados
avaliados no presente trabalho, foi possivel observar que a Doxorrubicina

também apresentou citotoxicidade contra a linhagem NIH-3t3. A partir de

concentracdo de 0,2 ug/mL foi possivel observar alteracdo na viabilidade celular
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e o valor de ICso obtido a partir do calculo da curva dose-resposta foi de 2,2

pg/mL (Figura 13).
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Figura 13: Ensaio de viabilidade celular de MTT em células NIH-3t3 (Doxorrubicina). Curvas
dose-resposta e grafico de viabilidade celular. Os dados foram analisados com ANOVA de duas
vias e pas teste de Dunnet e sdo apresentados em média + erro padrdao da média. DMEM 10%
SFB foi utilizado como controle negativo.

4.4 AVALIACAO DO INCICE DE SELETIVIDADE

A partir dos ensaios de MTT em células HeLa e NIH-3t3 foi possivel obter
os valores de ICso de cada uma das amostras avaliadas, com estes valores foi
possivel calcular o indice de seletividade das amostras, resultados superiores a
3 foram considerados seletivos. A partir dos célculos foi possivel observar que a
excecdo do Citral complexado com B-ciclodextrina (IS 2,6), as demais
substancias avaliadas apresentaram indice de seletividade superior a 3. Os
Oleos essenciais de C. flexuosus e C. winterianus apresentaram IS de 5,2 e 3,1
respectivamente. As amostras de Citral e Citronelal puro e complexado com f3-

ciclodextrina apresentaram IS de 3,4, 3,3 e 3,7, sugerindo dessa forma uma boa
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seletividade. Assim como a amostra de Citral- f-ciclodextrina, a doxorrubicina

apresentou baixa seletividade, com IS de 1,6. Os resultados estdo sumarizados

na tabela 4.

Tabela 4: indice de Seletividade — Células HeLa e NIH-3t3

Amostra Valores de ICso I'ndi_c_e de
NIH-3T3 Hel a seletividade

C. flexuosus 15,2 pg/mL 2,9 ug/mL 5,2
C. winterianus 7,8 ug/mL 2,5 ug/mL 3,1
Citral 11 pg/mL 3,2 pg/mL 3,4
Citronelal 14,2 pg/mL 4,2 pg/mL 3,3
Bcd-Citral 19,5 pg/mL 7,4 pg/mL 2,6
Bcd-Citronelal 17 pg/mL 4,5 pg/mL 3,7
Doxorrubicina 2,2 ug/mL 1,3 pg/mL 1,6

4.5 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR — WOUND HEALING

Um dos importantes processos da metastase do cancer € a migracao
celular. Os efeitos dos 6leos essenciais de C. flexuosus, C. winterianus, do Citral
e Citronelal puros e complexados com B-ciclodextrina na migracao celular foram
avaliados por ensaio in vitro de migracdo wound healing. No grupo controle, as
células HelLa migraram para fechar 49,02% as areas do risco apos 48 horas.
Entretanto, nos grupos de tratamento, os 6leos essenciais de C. flexuosus, C.

winterianus, o Citral e o Citronelal puros e complexados com B-ciclodextrina
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-%

Area livre de migracéo

reduziram significativamente a migracao celular para as areas do risco ja a partir

das 18 horas (figuras 14, 15 e 16).

100

X @ CTRL-
9 & DOX
& -« CF
g’ 75 &/ CW
) -4 Cl
©
o ¥ co
2
?.‘} <% p-Cl
g ] - p-CO
1 1 1
0 20 40 60
Horas
12h 18h 24h 36h 48h
100 d d d d
a dd 2 b - 1 d d
— - -E = -1  —

80 _ TH P

60- )

404

204

0- rrrrririri UL L
O/\Qy;)o*‘cf‘ & ORL ooc‘}(}»'oo"*c?c?A CELL C:&V’oo*‘cf‘ & CELL cj\Qy'oo"‘c? & Oooﬁ%poo&\,%)o*‘é‘ & CELL

Figura 14: Migracdo celular em células HeLa. A migracdo de células HelLa foi observada ao
microscopio as 12, 18, 24, 36 e 48 horas. Os dados séo apresentados como médias + SEM. One-
way ANOVA com teste de comparagBes multiplas de Dunnett foi utilizado para analisar a diferenga
entre 0s grupos controle e tratamentos, valor de p <0,05 considerado significativo (a p < 0,05, b p
< 0,005, c p <0,0005, d p <0.0001).
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Figura 15: Fotomicrografias representativas do ensaio wound healing de células HelLa. Controle
negativo, Doxorrubicina, C. flexuosus, Citral e Citral B-ciclodextrina. As imagens foram capturadas em
microscoépio invertido EVOS XL Core, no aumento de 10x, imediatamente apés a realizacdo do risco e
apos 12, 18, 24, 36 e 48 horas. As fotografias foram analisadas no software ImageJ verséo 1.54 d,
utilizando o plugin Wound_healing_size_tool.
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Figura 16: Fotomicrografias representativas do ensaio wound healing de células HelLa, série CW.
Controle negativo, Doxorrubicina, C. winterianus, Citronelal e Citronelal B-ciclodextrina. As imagens
foram capturadas em microscopio invertido EVOS XL Core, no aumento de 10x, imediatamente apds
a realizacdo do risco e apos 12, 18, 24, 36 e 48 horas. As fotografias foram analisadas no software
ImageJ versdo 1.54 d, utilizando o plugin Wound_healing_size_tool.
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4.6 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A parada do ciclo celular € um mecanismo que as células usam para
prevenir a progressao do ciclo celular quando encontram danos irreparaveis ao
DNA durante a replicagcéo, estes danos podem levar a célula a um estado de
senescéncia ou a apoptose. No grupo controle ocorreu um acumulo de células
em GO/G1l (80%), nos grupos de tratamento, todas as amostras testadas
produziram significativo acumulo de células na fase G2/M, com destaque para a
amostra de Citral puro 17,5%, contra apenas 4,6% no grupo controle. Outro
significativo acumulo de células foi observado na fase S, para as amostras de
Citral puro, Citral e Citronelal complexados com -ciclodextrina com 23,7%,
15,4% e 16,2%, respectivamente, contra 9,5% do grupo controle (Tabela 5,

figuras 15, 16 e 17).

Tabela 5: Média % de eventos por fase do ciclo celular em células HeLa

Sub-GO0 G0/G1 S G2/M

CTRL - 5,9 80 9,5 4,6
DOX 1,2 44,8 26,8 27,5
CF 6,1 75,5 11,9 6,5
Cw 6,9 75,4 10,1 7,6
Cl 2,7 52,3 23,7 17,5
CO 4,5 72,9 13,1 9,2
B-ClI 3,6 67,4 15,4 11
B-CO 4,9 69 16,2 9,9
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Figura 17: Histogramas representativos da andlise do ciclo celular por citometria de
fluxo em células Hela, série CF. CTRL - (Controle Negativo), DOX (Doxorrubicina),
CF (C. flexuosus), CI (Citral) e B-CI (Citral complexado com (-ciclodextrina)
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Figura 18: Histogramas representativos da andlise do ciclo celular por citometria de
fluxo em células HelLa série CW. CTRL - (Controle Negativo), DOX (Doxorrubicina),
CW (C. winterianus), CO (Citronelal) e B-CO (Citronelal complexado com [-
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Figura 19: Avaliacao do ciclo celular. Os dados sdo apresentados como médias + SEM.
One-way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Dunnett foi utilizado para
analisar a diferenca entre os grupos controle e tratamentos, valor de p <0,05 considerado
significativo (a p < 0,05, b p < 0,005, ¢ p < 0,0005, d p < 0.0001).

5. DISCUSSAO

O cancer de colo do utero € um problema complexo globalmente, de acordo
com dados do Global Cancer Observatory € o quarto tipo de cancer mais comum
na populacdo feminina e o terceiro em mortalidade. Dados disponiveis em 2024
dao conta de um numero de 662.301 novos casos e cerca de 348.874 mortes
notificadas, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2024). No
contexto nacional os numeros sdo igualmente preocupantes, ainda segundo
nameros disponiveis em 2024 no Global Cancer Observatory, foram diagnosticados
18.715 novos casos e 9.905 mortes, tornando este tipo de cancer o quarto de maior
incidéncia e mortalidade entre mulheres no Brasil (WHO, 2024). Nado obstante o
advento de novas técnicas de diagndstico e estratégias preventivas, como a
vacinagdo contra o papilomavirus humano (HPV), os numeros referentes a

incidéncia e mortalidade continuam alarmantes, especialmente em paises de baixo
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e medio desenvolvimento, onde a infraestrutura e os recursos destinados a saude
sdo escassos (BOSCH et al., 2013). Além disso, a ocorréncia de resisténcia a
multiplas drogas (MDR) torna ainda mais complicado o tratamento do cancer de
colo do utero, a MDR é um fendmeno pelo qual as células cancerosas adquirem
resisténcia a medicamentos antineoplasicos estrutural e mecanicamente nao
relacionados. Os mecanismos relacionados a MDR incluem a diminuicdo da
apoptose, mecanismos melhorados de reparacdo de danos no DNA e/ou a
alteracdo do metabolismo do medicamento (JI et al.,, 2019), dessa forma o

desenvolvimento de novas drogas eficientes e seguras torna-se necessario.

Nesse contexto os produtos naturais, historicamente, vém desempenhando
um papel central na descoberta de novos medicamentos para diferentes patologias,
como para doencas infecciosas, doencas cardiovasculares, para a esclerose
multipla, bem como para o cancer (ATANASOV et al., 2015; HARVEY et al., 2015;
NEWMAN e CRAGG, 2020; TINTORE et al., 2019). A busca por novos
medicamentos reavivou o interesse ha descoberta de medicamentos fitoterapicos
provenientes de diferentes recursos naturais, atualmente dentre os medicamentos
utilizados no sistema de saude moderno cerca de 50% deles possuem origem

natural (BARKAT et al., 2021).

A composicdo fitoquimica das plantas pode variar significativamente em
funcdo de diversos fatores, como clima, localidade, tipo de solo, altitude e até
mesmo praticas de cultivo. Essas diferencas podem influenciar tanto a qualidade
quanto a quantidade de compostos bioativos presentes nas plantas, que sao
importantes para suas propriedades nutricionais e medicinais (BURNEO et al.,

2021). No presente trabalho a composicdo quimica dos 0Oleos essenciais de C.
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flexuosus e C. winterianus foi avaliada por GC/MS. Na amostra de C. flexuosus
foram identificadas 27 diferentes substancias, compreendendo 99,57% do total da
amostra analisada. O Oleo essencial € composto principalmente pelo Citral
(70,19%), na soma dos isomeros a-Citral (43,67%) e B-Citral (26,52%), seguido
pelo Acetato de Geranila (9,53%), Oxido de Cariofileno (4,67%), Geraniol (3,83%)
e pelo Linalol (2,99%), resultado semelhante ao encontrado por Scotti e
colaboradores (SCOTTI et al., 2024). No O6leo essencial de C. winterianus foram
identificadas 37 diferentes substancias, compreendendo 98,86% do total da
amostra. As mais abundantes substancias encontradas na amostra foram o
Citronelal (38,89%), seguido pelo Citronelol (20,36%) e pelo Geraniol (11,89%), em
trabalho conduzido por Rammal e colegas, foram identificadas 50 diferentes
substancias no 6leo essencial de C. winterianus de plantas cultivadas no Libano,
0S compostos mais abundantes nessa amostra permanecem 0S mMesmos,
Citronelal, Citronelol e Geraniol, a proporcdo entre eles, porém, difere sendo
32,61% para o Citronelal, 17,54% Citronelol e 25,94% Geraniol (RAMMAL et al.,
2024), evidenciando assim que a composicao quimica do Oleo essencial pode

variar, segundo diferencas de cultivo.

O Citral e o Citronelal sdo moléculas pequenas e volateis com solubilidade
limitada em 4gua, que podem ser degradadas sob condicbes ambientais como luz
e calor. A complexagao com B-ciclodextrina foi conduzida para proteger o Citral e
Citronelal da oxidacdo para melhorar sua biodisponibilidade, com objetivo de
melhorar seu potencial de acdo (LIS et al., 2018, MOHANDOSS et al., 2019).
Assim, a complexacao foi caracterizada por DSC e TG para detectar alteracdes na
temperatura de fusdo, avaliar a estabilidade térmica, determinar as proporcdes

relativas dos componentes e avaliar a estabilidade do complexo. Estas analises sao
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cruciais para a compreensao da formacdo e comportamento de complexos sob
diferentes condicdes. Além disso, os picos de DSC diminuem ou desaparecem
devido a complexacdo. As curvas TG/DTG indicam a estabilidade térmica das

amostras por alteracfes ou perdas em sua massa em funcdo da temperatura.

A curva DSC para B-ciclodextrina mostrou dois eventos endotérmicos,
primeiro em aproximadamente 96°C, que esta associado a perda de agua dentro
da cavidade da molécula. Forma semelhante foi observada em estudo anterior (DE
ALMEIDA MAGALHAES et al., 2020) onde foi obtido um pico de 75°C para a B-
ciclodextrina. O segundo evento endotérmico seguido de um exotérmico foi
observado a 316°C. Esses eventos estdo relacionados a fusdo seguida pela
degradagao da B-ciclodextrina. Resultado semelhante foi observado em outro
estudo, que obteve esse comportamento na faixa de 285-344°C (ANDRADE et al.,
2017). Assim, analisando os termogramas do composto coevaporado e da mistura
fisica, pode-se determinar que o processo de complexacdo utilizando o método
coevaporado apresentou uma complexacdo superior quando comparado ao
método fisico, que apresenta um pico endotérmico de baixa intensidade na regido
do evento de volatilizacdo. Conducdo semelhante foi observada na literatura no
Oleo essencial de Cymbopgon Winterianus, no DSC foi possivel observar um pico
endotérmico proximo a 146°C no composto puro que foi associado a volatilizacao

das moléculas do 6leo (SANTOS et al., 2016).

As curvas TG/DTG do citronelal mostraram uma perda de massa significativa
durante o primeiro evento (Am 92,3%), que comegou em 54,14°C e terminou em

aproximadamente 171°C. Este evento esta associado a volatilizacdo do 6leo,

resultado semelhante foi observado na literatura em que obtiveram um Gnico evento
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nesta temperatura com perda de massa de 99,11% (SANTOS et al., 2016). O
termograma da B-ciclodextrina revela dois eventos de perda de massa. O primeiro
evento ocorreu entre 63°C e 118°C (Am 14%) e esta associado a desidratagao da
B-ciclodextrina (Payamifar e Poursattar Marjani, 2023). Outro evento observado
ocorreu entre 310°C e aproximadamente 359°C (Am 85,64%), e esta relacionado a
decomposicao da B-ciclodextrina (Lin et al., 2021). A analise dos termogramas para
a MP e CoE revela a presenca de dois eventos térmicos, semelhantes aos
observados na [B-ciclodextrina. Para CoE, o primeiro evento comecou a 54°C,
enguanto em na MP comecou a 66,33°C, com ambos 0s eventos concluindo perto
de 127°C (Am 17% para PM e 27% para CoE). Este evento térmico esta
provavelmente associado a desidratacédo da B-ciclodextrina presente nas amostras
e a volatilizacdo do 6leo. Além disso, a ocorréncia deste evento indica a formacao
de um complexo, sugerindo que as moléculas de agua originalmente presentes na
cavidade da p-ciclodextrina foram substituidas por moléculas do Citronelal
(SANTOS et al., 2016; ANDRADE et al., 2017). Outro evento observado para a MF
e CoE comecou em temperaturas de 308,39°C para CoE e 307°C para MF, e
terminou em aproximadamente 358,32°C para CoE e 350°C para MF, com valores

de Am de 90,5% e 86%, respectivamente.

A viabilidade celular apés o tratamento com os 0Oleos essenciais de C.
flexuosus, C. winterianus, Citral e Citronelal puros e complexados com J-
ciclodextrina foi avaliada em células de céancer cervical HeLa e fibroblastos néo-
tumorais NIH-3t3. As amostras avaliadas mostraram-se citotoxicas contra a
linhagem celular HeLa, com valores de IC50 variando de 2,57 a 7,42 pg/mL. Os
Oleos essenciais de C. flexuosus e C. winterianus mostraram significante atividade

citotoxica frente a linhagem celular HelLa, com IC50 de 2,90 e 2,57 pg/mL,
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respectivamente, resta demonstrado na literatura efeito semelhante, onde o 6leo
essencial de C. flexuosus obteve valor de ICso de 6,5 pg/mL contra a linhagem de
cancer cervical SiHa (SHARMA et al., 2009), Kumar e colaboradores (KUMAR et
al., 2008) sugerem que o tratamento com 0leo essencial de C. flexuosus ativa as
vias intrinseca e extrinseca de apoptose, posteriormente ativando a caspase 3
efetora, culminando com a apoptose. As amostras de Citral puro e complexado com
B-ciclodextrina também se mostraram efetivas contra a linhagem HelLa com valores
de ICso0 de 3,26 e 7,42 pg/mL respectivamente, diferentes mecanismos de agdo vém
sendo propostos para os efeitos do Citral no cancer. O Citral induz estresse
oxidativo com aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), implicadas na
promocdo de apoptose e ativacdo do supressor tumoral p53, com regulacéo
positiva de diferentes fatores de sinalizacdo como Bax, PUMA e NOXA. O estresse
oxidativo também ativa as vias de sinalizacdo ERK1/2-AKTPI3K-NFkB levando a
morte celular. O Citral também inibe a enzima ALDH1A3 envolvida na conversao
de retinal em acido retindico gerando danos ao DNA (BAILLY, 2020). Foram obtidos
valores de ICso de 4,19 e 4,21 pg/mL, respectivamente, para amostras de Citronelal
puro e complexado com [B-ciclodextrina contra células HelLa, o Citronelal mostrou
efeitos anticancer ao induzir apoptose através da inibicdo da proteina antiapoptotica
Bcl-2, levando a ativacdo da proteina Bax pré-apoptotica e induzindo a via de
apoptose dependente de caspase, ativando a proteina caspase-3 (HO et al., 2020).
A avaliacéo do indice de seletividade na pesquisa de fitoterapicos € essencial para
a determinar a continuidade ou ndo de novos trabalhos (INDRAYANTO et al.,
2020). As amostras testadas no presente trabalho demonstraram bons indices de
seletividade, quando confrontados os valores de ICso obtidos nos ensaios de MTT

com a linhagem tumoral HelLa e os fibroblastos néo tumorais NIH-3t3, a amostra de
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Citral complexado com [-ciclodextrina e a Doxorrubicina obtiveram valores de

seletividade inferiores a 3, demonstrando um indice de seletividade baixo.

A metastase de células tumorais € a principal causa de morte relacionada
ao cancer e ja foi descrita como um processo especifico no qual uma grande
guantidade de células tumorais deixa seu sitio primario, circula no sangue
periférico, passa pelos vasos sanguineos e finalmente se instala em um 0Orgéao
distante (GERSTBERGER et al., 2023). No presente trabalho o ensaio de migracéo
celular Wound Healing, foi empregado com o objetivo de avaliar os efeitos das
substancias testadas sobre a migracao, in vitro, de células de cancer cervical HelLa.
Os resultados demonstraram que as amostras testadas reduziram a area de
migracdo das células, Ho e colaboradores demonstraram efeito semelhante quando
avaliaram os efeitos do Citronelal sobre a migracdo de células MDA-MB-231,
também utilizando ensaio de migracdo Wound Healing (HO et al., 2020). Os efeitos
do Gleo essencial de C.flexuosus, do Citral puro e complexado com B-ciclodextrina
foram mais pronunciados na inibicdo da migracéo de células HelLa. Apds 48 horas
de tratamento o controle negativo demonstrou apenas 50,98% de éarea livre de
migracdo, enquanto C. flexuosus, Citral puro e complexado com [B-ciclodextrina
demonstraram 78,67%, 79,82% e 81,84%, respectivamente. Em estudo de Nordin
e colegas (NORDIN et al., 2019), foram demonstrados os efeitos do Citral para a
inibicdo da migragéo, em ensaio Wound healing e ensaio de invaséo Transwell, em

células MDA-MB-231.

A analise de ciclo celular foi avaliada, em ordem a auxiliar no entendimento
sobre a forma de atuacédo das substancias estudadas no presente trabalho. Os

resultados demonstraram que ocorreu uma diminuicdo do numero percentual na
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fase GO/G1l de ceélulas HeLa em todas as substancias avaliadas, quando
comparadas ao controle negativo, com concomitante acumulo de células na fase
G2/M. Além destes, também pode ser observado acumulo de células na fase S para
as amostras de Doxorrubicina, Citral puro e Citronelal e Citral complexados com [3-
ciclodextrina. A parada do ciclo celular na fase G2/M promovida pelo Citral ja foi
demonstrada sobre células MDA-MB-231 (NORDIN et al., 2019), efeito semelhante
sobre o ciclo celular também foi observado com o tratamento utilizando o Citronelal
em células de cancer de mama, apdés 24 horas de tratamento foi observado

acumulo de células na fase G2/M (HO et al., 2020).

6. CONCLUSAO

O presente estudo sugere que os 6leos essenciais de C. flexuosus e C.
winterianus, o Citral e Citronelal puros e complexados com [-ciclodextrina
demonstraram promissoras atividades anticancer em linhagem de cancer cervical
HelLa. As amostras possuem atividade citotoxica, observado em ensaio de MTT e
demonstraram boa seletividade, a excecdo do Citral complexado com -
ciclodextrina. A taxa de migracdo de células HelLa foi diminuida apés os
tratamentos com todas as substancias testadas, em ensaio in vitro Wound Healing.
Além disso, foi possivel observar diminuicdo de células na fase GO/G1 do ciclo
celular, com concomitante acumulo de células em G2/M. Em conjunto, os efeitos
observados no presente trabalho sugerem que as substancias estudadas possuem

promissor potencial como agentes anticancer.
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