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INTRODUÇÃO

O câncer de colo uterino humano é a terceira neoplasia mais incidente em

mulheres no Brasil. Em contraste, os tratamentos convencionais possuem

alto custo e efeitos adversos que comprometem a qualidade de vida dos

pacientes. Tagetes ostenii H. é uma espécie nativa pertencente à família

Asteraceae e apesar das restritas informações sobre esta planta, o gênero

Tagetes possui representantes com atividades biológicas já escritas, tais

como: antibacteriana, antifúngica, larvicida, antiparasitária, anti-

hiperglicêmica e antioxidante (Andreotti, et al., 2012; Vasudevan, et al., 1997;

Schiavon et al., 2015; Romagnoli, et al., 2005).

OBJETIVO

Este trabalho pretende avaliar os efeitos do tratamento com o óleo

essencial de folhas de T. ostenii em células de câncer cervical humano, bem

como avaliar a possível citoxidade em células não tumorais humanas e

trazer informações sobre a composição química deste óleo.

METODOLOGIA

LINHAGEM DE CÉLULAS

EXTRAÇÃO E PREPARO DO ÓLEO ESSENCIAL 

ANÁLISE QUÍMICA DO ÓLEO ESSENCIAL

Óleo analisado numa

concentração de 2% em

éter etílico por

Cromatografia Gasosa

acoplada a um detector

de massa (CG – EM)
Figura 8: CG - EM

• Coluna: DB5 (60-

300°C) (3°C/min)

•Detector: 220°C

•Injetor: 250°C

ENSAIO DE MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio): Viabilidade Celular

RESULTADOS

A análise química revelou os compostos majoritários de dihidro-tagetona

(64,2%) e (Z)-tagetona (15,9%) para o óleo essencial da folha de T. ostenii.

Análise Química: Compostos majoritários

Viabilidade Celular: Triagem de Concentrações

CONCLUSÕES

APOIO:

Figura 1: Siha: 

câncer de colo 

uterino humano

Figura 2:  Hacat: 

queratinócitos 

imortalizados 

humanos

Figura 3: Meio de cultura 

Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM)/ 

10% SFB (Soro Fetal 

Bovino)

Figura 4: Garrafa 

de cultura

Figura 5: 

Condições padrão: 

Estufa de CO2 

(5%), a 37°C

Figura 9: Efeito de

diferentes concentrações do

óleo essencial da folha de T.

ostenii e veículo

(propilenoglicol) sobre a

viabilidade da linhagem Siha

(A) e Hacat (B) após 24

horas tratamento. Os dados

mostram a média e o desvio-

padrão de dois experimentos

independentes, realizados

em duplicata. *P < 0,05

(ANOVA de uma via,

seguida pelo teste de

Tukey).
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Identificação 
botânica da 

planta

Desinfecção do 
material

Hidrodestilação
em aparelho 

tipo Clevenger

Óleo essencial 
solubilizado em 
propilenoglicol

(1:5)

Esterilização 

Figura 6: Aparelho 

Clevenger
Figura 7: Tagetes ostenii

(Foto: S. Bordignon, 2014)
Membrana de filtração: 

0,22 μm

Plaqueamento: 

2.800 cél./poço

➢Triagem de Concentrações

por 24 hrs – Siha e Hacat

➢IC 50 (72 ng/mL) por 24,

48 e 72 hrs - Siha e Hacat

➢IC 50 + Cisplatina (80 μM)

por 24, 48 e 72 hrs - Siha

MTT (0,5 mg/mL) 

Na mitocôndria das células

viáveis o sal MTT é reduzido até

cristais de formazona que são

solubilizados em DMSO

(dimetilsulfóxido) e levados para

leitura a 545 e 630 nm.

ENSAIO DE ADESÃO CELULAR

ENSAIO CLONOGÊNICO E WASHOUT

Plaqueamento

(1x103 cél./poço) e 

tratamento (IC 50: 

72 ng/mL) por 8h

- Sobrenadante centrifugado 

a 1500 rpm por 5 min

- Ressuspensão do pellet em 

Azul de Tripan

Contagem de 

células viáveis em 

hemocitômetro

Clonogênico: Formação de colônias

Tratamento IC 

50 (72 ng/mL) 

por 24 h

Plaqueamento: 

28x103 cél./poço

Replaqueamento (150 

cél./poço)

Incubação por 5 dias

Colônias marcadas 

com cristal violeta 

para contagem

Replaqueamento

(2.800 cél./poço)

Incubação por 3 dias

MTT para 

viabilidade celular

Washout: Recuperação da viabilidade após retirada do tratamento

Tratamento Prolongado

Figura 10: Efeito do IC 50 (72 ng/mL) do óleo

essencial da folha de T. ostenii e veículo (CV)

(propilenoglicol) sobre a viabilidade da linhagem Siha

(A) e Hacat (B) após 24, 48 e 72 horas tratamento em

relação ao controle (C). Os dados mostram a média e

o desvio-padrão de dois experimentos independentes,

realizados em duplicata. *P < 0,05 (ANOVA de uma

via, seguida pelo teste de Tukey).

Interação: Óleo + Cisplatina

Ensaio Clonogênico Ensaio Washout

Figura 12: Capacidade de formação de colônias da

linhagem Siha após tratamento com óleo essencial de T.

ostenii (72 ng/mL) por 24 horas. Os dados mostram a

média e o desvio-padrão de dois experimentos indepen-

dentes, realizados em duplicata. *P < 0,05 (ANOVA de

uma via, seguida pelo teste de Tukey).

Adesão Celular

Figura 11: Efeito do IC 50 (72 ng/mL) do óleo essencial

da folha de T. ostenii e veículo (CV) (propilenoglicol)

sobre a capacidade de adesão da linhagem Siha. (A)

Número de células viáveis e não aderidas e (B)

Porcentagem de células aderidas, após 8 horas de

tratamento em relação ao controle (C). Os dados mostram

a média e o desvio-padrão de dois experimentos indepen-

dentes, realizados em duplicata. *P < 0,05 (ANOVA de

uma via, seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 14: Viabilidade celular da linhagem Siha após

24, 48 e 72 horas de tratamento com o óleo

essencial de folha de T. ostenii (72 ng/mL), cisplatina

(Cisp) (80 μM) e ambos tratamentos combinados. C

= controle e CV = controle veículo. Os dados

mostram a média e o desvio padrão de dois

experimentos realizados em duplicata. *P < 0,05 em

relação ao controle e #P < 0,05 em relação ao óleo

isolado. (ANOVA de uma via, seguida de teste de

Tukey).

Figura 13: Capacidade de recuperação da viabilidade

celular da linhagem Siha após tratamento com óleo

essencial de T. ostenii (72 ng/mL) por 24 horas. Os dados

mostram a média e o desvio-padrão de dois experimentos

indepen-dentes, realizados em duplicata. *P < 0,05

(ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey).

O tratamento com as diferentes

concentrações do óleo inibiu de forma

significativa (acima de 90%) a viabilidade das

células tumorais, enquanto as menores

concentrações testadas não induziram efeitos

inibitórios pronunciados na linhagem não

tumoral. Além disso, a concentração de IC 50

inibiu cerca de 65% da viabilidade das células

tumorais enquanto que nas células não

tumorais a inibição foi de 23%, após 72 horas

de tratamento. O tratamento também alterou

de forma significativa a capacidade de

adesão, assim como a capacidade

clonogênica das células tratadas e o ensaio

washout mostrou que apenas 6% das células

conseguem recuperar a viabilidade após a

retirada do tratamento. Além disso, foi

possível observar um efeito sinérgico entre o

óleo e a cisplatina a partir de 72 horas de

tratamento.

- Fixação com formol 

4% e marcação com 

cristal violeta (0,5%)

Leitura a 570 nm


