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Os objetivos desse estudo foram avaliar a atividade intracelular do 6leo essencial de Origanum majorana (MARJ) nas
linhagens Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) e de melanoma metastatico murino (B16F10) e elucidar a sua
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composicdo quimica. Através da citometria de fluxo foram analisados os parametros fluidez de membrana (F),
espécies reativas de oxigénio (ERO), indice de fragmentacdo de DNA (IFD), potencial de membrana mitocondrial
(PMM), ciclo celular, lipoperoxidagdo da membrana plasmética (LPO), viabilidade celular, necrose e apoptose das
linhagens celulares tratadas com MARJ nas concentragfes de 0,25, 0,5 e 1 mg/mL por 24 horas. A composi¢do do
MARJ foi determinada através de cromatografia gasosa, sendo seus componentes majoritarios os terpenos: cis-
sabineno hidratado, 4-terpineol e gama-terpineno. Os resultados mostraram que todas as concentracdes de MARJ
reduziram ERO, LPO e as células em fase S da linhagem MDBK. Nas células B16F10, os tratamentos com MARJ
reduziram ERO e as células em fase G2, aumentando as células na fase S. As concentracdes de 0,5 e 1 mg/mL
causaram reducdo na F e 0,5 mg/mL aumentou o PMM na linhagem MDBK, enquanto LPO foi reduzida na
concentracdo de 0,5 mg/mL nas células B16F10. Os resultados das avaliacdes da producdo de ERO, da integridade da
membrana plasmética e de LPO indicaram atividade antioxidante nas linhagens estudadas. Através da andlise do ciclo
celular foi possivel observar que MARJ exerceu efeito antiproliferativo sobre as células de melanoma, sendo capaz de
interromper a multiplicagdo desse tipo celular.

Palavras-chave: Citometria de fluxo; Céncer; Citotoxicidade; Melanoma; Manjerona.

Abstract

The objectives of this study were to evaluate the intracellular activity of the essential oil of Origanum majorana
(MARJ) in Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) and murine metastatic melanoma (B16F10) and elucidate your
chemical composition. Through flow cytometry parameters were analyzed membrane fluidity (F), reactive oxygen
species (ROS), DNA fragmentation index (IFD), mitochondrial membrane potential (MMP), cell cycle, plasma
membrane lipoperoxidation (LPO), cell viability, necrosis and apoptosis of cell lines treated with MARJ at
concentrations of 0.25, 0.5 and 1 mg/mL for 24 hours. The composition of MARJ was determined by gas
chromatography, and its major components were terpenes: hydrated cis-sabinene, 4-terpineol and gamma-terpinene.
The results showed that all MARJ concentrations reduced ROS, LPO and S phase cells of the MDBK lineage. In
B16F10 cells, MARJ treatments reduced ROS and cells in G2 phase, increasing cells in S phase. Concentrations of
0.5 and 1 mg/mL caused a reduction in F and 0.5 mg/mL increased the MMP in the MDBK lineage, while LPO was
reduced at the concentration of 0.5 mg/mL in the B16F10 cells. The results of the evaluations of ROS production,
plasma membrane integrity and LPO indicated antioxidant activity in the cells studied. Through cell cycle analysis, it
was possible to observe that MARJ exerted an antiproliferative effect on melanoma cells, being able to interrupt the
multiplication of this cell type.

Keywords: Flow cytometry; Cancer; Cytotoxicity; Melanoma; Marjoram.

Resumen

Los objetivos de este estudio fueron evaluar la actividad intracelular del aceite esencial de Origanum majorana
(MARJ) en linajes de Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) y melanoma metastasico murino (B16F10) y dilucidar su
composicién quimica. Mediante citometria de flujo se analizaron pardmetros de fluidez de membrana (F), especies
reactivas de oxigeno (ERO), indice de fragmentacion del ADN (IFA), potencial de membrana mitocondrial (PMM),
ciclo celular, lipoperoxidacién de la membrana plasmatica (LPO), viabilidad celular, necrosis y apoptosis de linajes
celulares tratadas con MARJ a concentraciones de 0,25, 0,5 y 1 mg/mL durante 24 horas. La composicion de MARJ
se determind por cromatografia de gases, y sus componentes principales fueron terpenos: cis-sabineno hidratado, 4-
terpineol y gamma-terpineno. Los resultados mostraron que todas las concentraciones de MARJ redujeron ERO, LPO
y células de fase S del linaje MDBK. En las células B16F10, los tratamientos MARJ redujeron ERO y células en fase
G2, aumentando las células en fase S. Concentraciones de 0.5 y 1 mg/mL provocaron una reduccion en F y 0.5
mg/mL aumentaron las PMM en el linaje MDBK, mientras que la LPO se redujo a la concentracion de 0,5 mg/mL en
las células B16F10. Los resultados de las evaluaciones de produccién de ERO, integridad de la membrana plasmaética
y LPO indicaron actividad antioxidante en las células estudiadas. A través del andlisis del ciclo celular, se pudo
observar que MARJ ejercia un efecto antiproliferativo sobre las células del melanoma, pudiendo interrumpir la
multiplicacion de este tipo celular.

Palabras clave: Citometria de flujo; Céncer; Citotoxicidad; Melanoma; Mejorana.

1. Introducgéo

O cancer é considerado um problema de salde publica global, sendo a segunda principal causa de morte em humanos,

perdendo apenas para as enfermidades cardiovasculares (Fitzmaurice et al., 2016). No ano de 2020, o Brasil registrou mais de

626 mil novos casos de cancer em humanos (INCA, 2021). Em nivel mundial, o cancer de pele é o mais diagnosticado, sendo o

carcinoma basocelular o tipo mais frequente (Bray et al., 2018). O melanoma, apesar ndo ser a mais incidente, € a neoplasia

com maiores taxas de formagdo de metastase e de mortalidade (American Cancer Society, 2021).

Melanomas sdo neoplasmas malignos formados a partir de melandcitos e melanoblastos, que séo células produtoras de
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melanina (Goldschmidt & Hendrick, 2002). Em animais domésticos, os cdes sdo a espécie mais comumente afetada, ao
contrario dos gatos, que raramente apresentam esse tipo de neoplasia (Weyden et al., 2020). Em cdes, os melanomas cutaneos
sdo os mais frequentes, assim como em humanos, mas essa neoplasia pode ocorrer primariamente também em mucosas, leito
subungueal, globo ocular, trato gastrintestinal e sistema nervoso central (Silva et al., 2017; Weyden et al., 2020).

Por tratar-se de uma doenca de prognoéstico desfavoravel e com resposta terapéutica limitada, principalmente em
medicina veterinaria, 0 cancer vem despertando o interesse cientifico para a busca de novas formulacées medicamentosas que
sejam atuantes em alvos tumorais especificos, reduzindo os efeitos colaterais e adversos da terapia, além de superar os
mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas células neoplasicas, ou ainda, que apresentem propriedades preventivas a
formagcdo de neoplasias (Khan et al, 2014; Fitzmaurice et al., 2016).

Como estratégia de busca de novas fontes terapéuticas, estudos com plantas medicinais tém destacado o potencial
antineoplasico de Origanum majorana Linn. (Lamiaceae), popularmente conhecida por manjerona. Extratos dessa planta ja
demonstraram capacidade em impedir a progressdo tumoral, inibindo a formacdo de metéstases e a proliferagdo celular
maligna em células neopléasicas cerebrais (Dhaheri et al., 2014), estomacais (Balusamy et al., 2018) e de melanoma (Silva,
2016), além de apresentar baixa toxicidade para células ndo neoplasicas (Dhaheri et al., 2013; Silva, 2016; Balusamy et al.,
2018). Além disso, essa planta apresenta ainda potencial para preveng¢do do cancer, gragas as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias (EI-Ashmawy et al., 2007; Ramadan et al., 2012; Habibi et al., 2014).

O mecanismo de acdo dessa planta pode variar em funcdo do método de extracdo de seus componentes e pode
envolver a expressdo ou supressdo génica, as vias de sinalizagéo do ciclo celular, apoptose e diferenciacdo celular (Tatman &
Mo, 2002). Porém, apesar de ter seus efeitos antitumorais reconhecidos, ainda ha poucos estudos que elucidem o mecanismo
de acdo do Origanum majorana em células de melanoma.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivos a avaliagdo dos efeitos intracelulares do dleo essencial de
Origanum majorana Linn. em uma linhagem celular neoplasica de melanoma metastatico murino (B16F10) e em uma néo-

neoplésica, de rim bovino (MDBK) e determinar a sua composi¢do quimica.

2. Materiais e Métodos
2.1 Tipo de Pesquisa

O presente trabalho se trata de uma pesquisa experimental de abordagem quantitativa (Pereira et al., 2018) para fins
de avaliacdo dos efeitos intracelulares do referido 6leo essencial da planta sobre as células neoplasicas e ndo-neoplésicas, além
de sua caracterizacdo quimica.

2.2 Obtenc¢do do material vegetal e extracdo do 6leo essencial

As folhas secas de O. majorana Linn. foram adquiridas de distribuidor comercial. Para a extracdo do 6leo essencial,
foi realizada a extragcdo com arraste de vapor, em aparelho Clevenger, durante 4 horas (Brasil, 1988). Apos a extracdo, o 0leo
essencial foi submetido a secagem com sulfato de sédio anidro (Na2SO4, p.a.), concentrado em nitrogénio (N2, 99.99% w/v,

White Martins) e armazenado em frasco &mbar, sob refrigeracéo.

2.3 Determinacéo da composicao quimica do 6leo essencial de O. majorana
Para a identificacdo dos compostos quimicos do dleo essencial foi utilizado cromatégrafo a gas acoplado a detector de
massas (GC/MS-QP 2010SE-Shimadzu, Japao), equipado com auto injetor AOC-20i. As quantificacdes foram feitas por area

normatizada e as identificacdes dos compostos pelo espectrometro de massas, utilizando a biblioteca NIST 8 do GC/MS.
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2.4 Preparo e tratamentos dos cultivos celulares

Os efeitos intracelulares foram avaliados em linhagens celulares de rim bovino (Madin Darby Bovine Kidney —
MDBK) e de melanoma murino (linhagem B16F10) crescidas em meio essencial minimo de Eagle (E-MEM, Sigma-
Aldrich®), conforme metodologia prévia (Waller et al., 2019). O meio E-MEM foi suplementado com soro fetal bovino a 10%
(SFB), penicilina (Sigma-Aldrich®), estreptomicina (Vetec®), enrofloxacina (Bayer®) e anfotericina B (Cristalia®), com pH
7,2 e mantido em estufa com atmosfera imida com CO; a 5%, a 37°C de temperatura.

As células em fase exponencial de crescimento foram entdo diluidas em E-MEM, suplementado com 10% de SFB até
alcangar a concentragdo de 3x10* células/mL. Aliquotas da suspensdo (100 pL) foram transferidas para pogos individuais de
microplacas, e incubadas em estufa com meio E-MEM com 5% de CO2 a 37°C. Ap6s 24 horas de incubacdo, as células foram
tratadas com o Oleo essencial de O. majorana (MARJ) nas concentra¢gdes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL, em
triplicata, por 24 horas, e incubadas em atmosfera imida com 5% CO; por 24 horas a 37°C (exceto as células utilizadas para
determinacdo de LPO, que, de acordo com a metodologia especifica, receberam os tratamentos, conforme descrito no item
2.5.5). Transcorridas 24 horas de incubacdo, as suspensdes de células referentes a cada tratamento foram transferidas para um
tubo cénico (Eppendorf®) e procedeu-se de acordo com a metodologia indicada para cada leitura realizada na citometria de

fluxo.

2.5 Citometria de fluxo das linhagens celulares B16F10 e MDBK

Potencial de membrana mitocondrial (PMM), apoptose, necrose, espécies reativas de oxigénio (ERO), ciclo celular,
indice de fragmentacdo de DNA (IFD), fluidez de membrana (F) e lipoperoxidacdo (LPO) foram os parametros avaliados
através de citometria de fluxo (Attune® Acoustic Focusing - Life Tecnologies), utilizando o programa Attune Cytometric
Software v 2.1.

Para a andlise, as populagdes celulares foram avaliadas pelo fotodetector VL1 (filtro 450/40), e as células receberam
Hoechst 33342 para todas as andlises. As fluorescéncias de H2DCFDA (para avaliagdo das ERO) e rodamina 123
(funcionalidade de mitoc6ndrias - PMM) foram lidas através do fotodetector BL1 (filtro 530/30). A fluorescéncia de iodeto de
propideo (para as avaliacBes de necrose, fragmentacdo de DNA e ciclo celular) foi lida através do fotodetector BL3 (filtro
640LP). Dez mil eventos foram analisados por amostra com fluxo de 50 células/segundos. Debris celulares e células agrupadas
foram eliminados baseando-se em gréaficos de dispersao (Petrunkina et al., 2013).

2.5.1 Potencial de membrana mitocondrial (PMM)

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado usando rodamina 123. Apds serem incubadas com as trés
concentragdes do 6leo essencial, as células foram lavadas duas vezes com tampéo fosfato salino (PBS) e incubadas com E-
MEM e 150 pL de rodamine 123 durante 60 minutos. Em seguida, foram adicionados 300 puL de Hoechst 33342 por 30
minutos e realizada a leitura. A intensidade da rodamina 123 estd diretamente relacionada ao potencial da membrana

mitocondrial, pois ela se concentra nas mitocondrias mais ativas (Sharma et al., 2010).

2.5.2 Necrose e apoptose

Apo0s 24 horas de incubacdo com as trés concentragfes de MARJ, as células foram lavadas duas vezes com PBS e
foram acrescidos 0,2 pL. de Annexin V conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), sendo as placas incubadas por 60
minutos a 37°C. Em seguida, foram acrescentados 80 pL. de MEM e 2 uL de iodeto de propideo (IP), sendo novamente
incubadas por 30 minutos. Posteriormente, foi removido o sobrenadante e as placas foram novamente incubadas por 5 minutos

com paraformaldeido e em seguida acondicionadas em gelo até a leitura (Abdel-Massih et al., 2010). As células normais e
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vidveis ndo apresentam marcacdo (FITC -, IP -); as células apoptdticas externalizam a fosfatidilserina que é reconhecida pelo
Anexin V (FITC +, IP-); células necrdticas sdo reconhecidas por ter a membrana nuclear rompida e IP ligado ao material
genético (FITC-, IP+ e FITC+, IP+).

2.5.3 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Apds a incubacdo das células com o MARIJ por 22 horas, foram acrescidos 2 pL de H2DCF-DA e novamente
incubados por 90 minutos. Posteriormente, foram adicionados 4 pL de iodeto de propideo, incubados por 20 minutos e entdo
acrescidos 2 ul. de H33342. Apds 10 minutos foi entdo realizada a leitura (Dominguez-Rebolledo et al., 2010). Os resultados

obtidos nesta avaliacdo sdo expressos em intensidade de luminosidade.

2.5.4 Ciclo celular

Apos os tratamentos, as células foram lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas em 1 mL de solugdo hipotbnica
gelada contendo 0,1% de triton X-100, 0,1% de tamp&o de citrato e 0,1 mg/mL de RNAse e 50 ug/mL de iodeto de propideo e
incubadas durante 15 minutos a 37°C, protegidas da luz. Apds a incubagdo, a suspensdo celular foi analisada quanto as
proporgoes relativas de células na fase GO-G1, fase S e fase G2/M (Arathi et al., 2016).

2.5.5 Lipoperoxidacao (LPO)

As células foram incubadas por 4 horas com 1 pL de C11-BODIPY, antes da adi¢cdo do 6leo essencial. Apos esse
periodo, foram acrescidas as trés concentracdes de 6leo essencial de manjerona e as células foram incubadas por 24 horas antes
da leitura sendo os resultados expressos através da média das fluorescéncias verde (presenca de lipoperoxidacgao) e vermelha

(auséncia de lipoperoxidagéo), considerada a porcentagem de presenga de LPO (Silva et al., 2012).

2.5.6 Indice de fragmentagio do DNA (IFD)

Para a avaliacdo do DNA, apos a incubag@o das células com os tratamentos por 24 horas, foram adicionados 150 pL
de tampdo TNE (0,01 M Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 0,001 M EDTA, pH 7,2) por 30 segundos, posteriormente 300 puL de Triton
(0,1% Triton X-100) por 30 segundos, € 150 uL de acridine laranja (acido citrico 0,037 M, Na2HPO4 0,126 M, 0,0011 M de
EDTA dissddico, NaCl 0,15 M, pH 6,0) por 2 minutos (Evenson & Jost, 1994). As leituras foram realizadas em até 2 minutos

apos a adicdo do corante, e os resultados expressos em indice de DNA fragmentado.

2.6 Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas pelo software Statistix versdo 10.0®, utilizando a andlise de varidncia (ANOVA)
para comparacdo entre os tratamentos. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, sendo considerados resultados
significativos quando p<0,05.

3. Resultados e Discussao

O ¢leo essencial utilizado nesse estudo apresentou 0s terpenos como constituintes majoritarios, sendo o cis-sabineno
hidratado, o 4-terpineol e o gama-terpineno, os predominantes (Figura 1). Esses compostos sdo reconhecidos por suas
propriedades antioxidantes (Del Ré & Jorge, 2012). Além disso, deve-se considerar ainda 0 sinergismo existente entre 0s
componentes de um 0leo essencial, 0 que pode potencializar as suas propriedades terapéuticas (Hajlaoui et al., 2016; Nanni et
al., 2020).
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Figura 1 — Cromatograma do 6leo essencial de manjerona Os picos enumerados correspondem aos compostos quimicos
(tempo de retencéo; area): 1 — ndo identificado (5,92 min.; 0,35%); 2 - a-thujene (6,36 min.; 1,6%), 3 - a-pinene (6,53 min.;
0,61%), 4 - o phelandrene (7,59 min.; 7,52%), 5 - B-pinene (8,06 min.; 1,43%), 6 - a-terpinene (8,77 min.; 6,13%), 7 - p-
cymene (pico 7), 8 - B-phelandrene (9,10 min.; 2,97%), 9 - y-terpinene (9,98 min.; 8,90%), 10 — trans-sabinenehydrate
(10,22min.;6,40%), 11 — 5-2-carene (10,81 min,; 2,01%), 12 - cis-sabinene hydrate (11,16 min.; 22,20%), 13 - ndo identificado
(11,77 min.; 2,09%), 14 - ndo identificado (12,29 min.; 1,33%), 15 - terpinen-4-ol (13,44 min.; 14,10%),16 - a-terpineol
(13,79 min.; 3,86%), 17 - ndo identificado (14,25 min.; 0,67%), 18 - ndo identificado (15,54 min.; 9,90%), 19 - linalool acetate
(15,57 min.; 1,92%), 20 - 4-terpinenyl acetate (16,81 min.; 0,93%), 21 - caryophyllene (19,99 min.; 2,43%), 22 - elixene
(21,92 min.; 1,47%), 23 - spathulenol (23,86 min.; 0,30%), 24 - ndo identificado (24,0 min.; 0,17%). Destacam-se 0s picos 12,
15 e 9 que correspondem aos compostos majoritarios identificados.
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Fonte: Autores.

Conforme os resultados expressos na Tabela 1, o 6leo essencial de MARJ manteve a viabilidade celular em ambas as
linhagens, neoplasica (B16F10) e ndo-neoplasica (MDBK). N&o houve alteragdo de fluidez (F) em células de melanoma,
enquanto MARJ a 0,5 mg/mL e 1 mg/mL reduziu F nas células ndo-neoplasicas. Embora alguns componentes terpénicos de
MARJ sejam capazes de aumentar a F por interagirem com pontes de hidrogénio na bicamada lipidica, com risco de morte
celular (Mendanha et al., 2013), inclusive sobre membrana plasmatica de células de hepatoma (Erdogan & Ozcan, 2017), nao
foi observada alteracdo na membrana plasmatica das células de melanoma no presente estudo. Também ndo foram observados
prejuizos a viabilidade celular em decorréncia da reducdo da fluidez nas membranas celulares na linhagem MDBK (com
MARJ a 0,5 mg/mL e 1 mg/mL).
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Tabela 1 — Parametros celulares avaliados para estudo de mecanismo de acdo de diferentes concentragdes de 6leo essencial de

Origanum majorana L. em linhagens celulares de melanoma (B16F10) e de néo-neoplésica (MDBK) por citometria de fluxo.

Origanum majorana L. (mg/mL)

Parametros Licr;m%im
0 0,25 05 1
F (%) MDBK 31,25+ 7,14 36,627+ 24,11 10,958+ 2,82 12,128+ 1,94
B16F10 21,70+ 22,14 35,457+ 34,48 31,77 2446  29,65"+ 19,63
ERO MDBK 8637,8A+5683,4  1521,58+548,47 751,28+ 659,41  3155B+ 96,97
B16F10 105464+ 6072,1  3138,58+258,9  2616,55+ 544,03 2413,38+850,25
LPO (%) MDBK 53,13+ 3,52 34,948+ 3,56 20,87°+ 2,16 36,165+ 1,68
B16F10 50,18”+8,08 36,9148+ 12,07 2893B+275  42,25AB+ 23,28
IFD MDBK 0,284+ 0,21 0,204+ 0,25 0,417+ 0,24 0,434+ 0,21
B16F10 0,237+ 0,03 0,22A+ 2521 0,23+ 9,82 0,20%+ 0,05
Apoptose MDBK 0,124+ 0,19 0,072+ 0,15 0,174+ 0,22 0,224+ 0,26
B16F10 4,077+ 4,87 4,327+ 7,52 6,10+ 7,95 14,02A+ 16,4
Necrose (%) MDBK 14,15%B+ 11,30 18,05+ 10,05 8,14B+ 4,76 4,78+ 1,65
B16F10 29,30A+ 27,87 35,65+ 2537  40,45°+2377  24,30°+ 27,87
Viabilidade
o) MDBK 85,728+ 11,16 81,878+ 9,96 91,724B+ 456  95,07A+ 1,42
B16F10 66,62/+ 26,31 60,02°+ 25,21 53,45A+ 19,79 61,677+ 24,92
PMM (%) MDBK 23,28+ 4,18 40,15+ 4,18 23,548+ 2,89 23,28+ 3,74
B16F10 75,6748+ 50,05 67,085+ 56,68 62,388+ 71,47 142,407+ 54,64
Ciclo Celular
G1 (%) MDBK 32,15%8+ 14,77 25,568+ 5.4 20,42°B+ 137 43,43+ 18,66
B16F10 9,5°+ 1,35 4,338+ 0,28 595%+137  535%:+111
S (%) MDBK 43,33+ 15,2 14,818+ 36 20,408+ 4,51 22,128+ 7,6
B16F10 28,388+ 2,33 84,782+ 2,9 90,95+ 2,21 89,23+ 0,91
G2 (%) MDBK 24,51+ 1,9 59,634+ 5,11 50,187B+ 17,62  34,455C+ 24,8
B16F10 62,137+ 3,42 10,98+ 2,86 3,18+ 0,92 5,438+ 1,72

Fonte: Autores.

A producdo de ERO foi indiretamente proporcional as concentragdes de MARJ, que a 1 mg/mL levou a menor
porcentagem de ERO em ambas as linhagens celulares, especialmente em MDBK. De forma semelhante, a lipoperoxidacéo
(LPO) também diminuiu nas células neoplasicas e ndo-neoplasicas. Quando estdo em equilibrio, as ERO séo fisiologicamente
formadas em pequenas quantidades a partir do metabolismo aer6bio de forma constante, sendo neutralizadas por antioxidantes
enzimaticos enddgenos (Ramadan et al., 2012; Soliman et al., 2016) Porém, o excesso de producdo de ERO danifica as

estruturas celulares, devido a oxidacdo que provoca nos lipidios da membrana plasmaética, na molécula de DNA e em proteinas

7


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.17788

Research, Society and Development, v. 10, n. 9, 7110917788, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.17788

celulares (Soliman et al., 2016), estando envolvido na carcinogénese e na mutagénese (Abdel-Massih et al., 2010; Bayala et al.,
2014).

Outra estrutura que ¢é afetada quando ha excesso de ERO é a membrana mitocondrial, que pode ter perda do seu
potencial, causando danos a cadeia respiratoria celular, sendo essa também uma via de indugdo ao processo apoptdtico (Nanni
et al., 2020). Tais alteraces ndo foram observadas nos tratamentos com MARJ, havendo aumento do PMM na linhagem
MDBK somente com a concentracdo de 0,25 mg/mL, sem provocar alteragdes mitocondriais nas células cancerigenas. A
atividade antioxidante do MARJ percebida nas estruturas celulares como mitocondrias (PMM), membrana plasmatica (F e
LPO) e no DNA (IFD) de ambas as linhagens estudadas, é corroborada pelos resultados obtidos no parametro apoptose, que
ndo foi alterado em nenhuma das concentragdes utilizadas de MARJ. Esses resultados indicam que MARJ é incapaz de induzir
a morte celular através do aumento do estresse oxidativo e de suas consequentes lesdes estruturais, 0 que é promissor,
principalmente em relacéo as células sadias.

O efeito citoprotetor de MARJ foi demonstrado em rins afetados por danos toxicos de cisplatina (Soliman et al., 2016)
e na pele, figado e baco de ratos experimentalmente infectados com patdgeno fangico (Waller et al., 2019), sem causar
prejuizo na terapia principal. Esses resultados estdo de acordo com o presente estudo e mostram a possibilidade do uso de
MARJ na protecdo de diferentes tecidos organicos, de forma adjuvante ao tratamento convencional, visando reduzir os efeitos
adversos.

A principal diferenca de atividade de MARJ entre as linhagens utilizadas observada nesse estudo, estd no ciclo
celular. Enquanto nas células MDBK houve um aumento na porcentagem de células tratadas com MARJ (concentracdes de
0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL) que chegaram ao final do processo de divisdo (fase G2), nas células de melanoma murino houve
reducdo em G2 (concentracfes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL). Esses resultados indicam que MARJ exerceu
atividade citostatica sobre as células de melanoma, uma vez que foi capaz de frear a divisdo celular propriamente dita (fase
G2), impedindo, assim, a proliferacdo celular maligna. O mecanismo de acdo para a ocorréncia desse tipo de atividade envolve
estruturas especificas das células neoplasicas, uma vez que esse efeito citostatico ndo foi observado nas células MDBK.

O ciclo celular divide-se nas fases G1, S e G2 cuja progressdo e, consequentemente, a divisdo celular, é dependente da
atuacdo de genes especificos, que coordenam a atividade de ciclinas e de quinases dependentes de ciclinas (Cdk), as quais s6
atuam em associacao, formando pares regulatérios, proprios de cada fase (Zuccari et al., 2016). Nesse contexto, 0 mecanismo
de agdo do MARJ pode estar relacionado a inibicdo da expressdo de genes responsaveis pelo inicio da mitose, como p21, p27 e
da CDK1 e dos processos enzimaticos subsequentes (Nanni et al., 2020). Semelhantemente a agdo de MARJ sobre 0s eventos
regulatérios das fases S e G2 do ciclo celular, outras formulagdes terapéuticas também inibiram seletivamente a multiplicacéo
celular neoplasica, atuando em sitios como a tirosina quinase WEEL, enzima aurora quinase A (AURK A) e complexo
p38/MK2 (Xu & Mcarthur, 2016).

O composto 4-terpineol, também presente em Melaleuca alternifolia freou o ciclo celular em linhagens de melanoma
e de mesotelioma humanos e promoveu necrose (Greay et al., 2010). Esse composto é prevalente em MARJ, corroborando
com os achados de Greay e colaboradores (2010) em relacdo ao ciclo celular, embora ndo tenha promovido necrose. Esse fato
pode estar relacionado as diferentes atividades exercidas pelo composto quimico isolado e pelo éleo essencial, onde pode haver
influéncia do sinergismo entre os seus componentes (Hajlaoui et al., 2016).

O etoposideo, farmaco empregado na terapéutica do cancer em humanos, cujo mecanismo de acdo compreende a
inducdo do bloqueio pré-mitotico, no final da fase S ou no inicio da fase G2, através da sua ligagdo com a enzima
topoisomerase 11, bloqueando a funcdo enzimatica de reparar as fitas de DNA previamente separadas no processo de replicacao
(Brand&o et al., 2010).

Assim como foi observado nas células de melanoma murino para o 6leo essencial, o extrato etandlico de O. majorana
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L. também inibiu a proliferacéo celular e a formag&o de metastases de células do cancer de mama e pré-apoptotica de leucemia
(Abdel-Massih et al, 2010; Dhaheri et al., 2013), mostrando que diferentes extratos dessa planta sdo antitumorais. No entanto,
0 6leo de MARJ ndo induziu a apoptose em melanoma, diferentemente do extrato etandlico (Abdel-Massih et al., 2010;

Dhadheri et al., 2014), possivelmente pela diversidade de componentes quimicos presentes nos extratos polares e apolares.

4, Concluséao

A atividade antiproliferativa seletiva sobre as células de melanoma demonstrou que o mecanismo de acdo de MARJ
tem como alvo o ciclo celular. Esse promissor resultado traz a necessidade de estudos futuros para elucidar, especificamente,
qual é o ponto da divisdo celular em que MARJ atua, visando sua aplicacdo na terapia antineoplasica. Portanto, sugere-se
estudos futuros acerca do exato ponto da fase celular de células neoplasicas em que MARJ atua como inibidor da divisao
celular, a fim de melhor compreender sua agdo como antineoplasico. Outra observacdo promissora consiste na atividade
antioxidante em ambas as linhagens celulares utilizadas, que possibilita ainda o uso de MARJ como adjuvante ao tratamento
quimioterapico ou ainda na prevencao da carcinogénese, ja que é capaz de proteger as células de danos oxidativos, mesmo em

baixas concentragoes.
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