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Perfil toxicogenético e antitumoral do alfa-terpineol em testes nao-clinicos.
HELBER ALVES NEGREIROQOS. Orientador: Dr. Jodo Marcelo de Castro e Sousa.
121p. Qualificacdo de Mestrado. Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas - PPGCF, Universidade Federal do Piaui - UFPI, 2019.

RESUMO

O alfa-terpineol € um alcool monoterpeno constituinte de 6leos essenciais de varias
plantas medicinais com diferentes atividades farmacolégicas. O estudo teve por objetivo
a avaliacdo toxicogenética e antitumoral do alfa-terpineol em células tumorais murinas
(B16-F10 e Sarcoma 180) bem como em células ndo tumorais (macréfagos murinos,
linfocitos e fibroblastos humanos, hemécias e em Allium cepa), com aplicacdo de
biomarcadores citogenéticos e de morte celular. A toxicidade do alfa-terpineol avaliada
por Artemia salina, nas concentragcdes de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL
mostrou-se alta nas quatro primeiras concentracdes. No teste de hemdlise em 1500, 750,
325 e 162 pg/mL ndo teve efeito hemolitico. O alfa-terpineol no teste do MTT (500, 50
e 5 pg/mL) induziu citotoxicidade pela reducdo da viabilidade celular de células B16-
F10, porém, em macrofagos esse efeito ndo foi observado. No estudo
toxicogenético/mutagénico em A. cepa, o alfa-terpineol em 10, 50 e 100 pg/mL foi
citotoxico pela diminuicdo do tamanho da raiz e do indice mit6tico, bem como
mutagénico, pelo aumento do numero de alteragdes crossdomicas. Em leveduras mutadas
em defesas antioxidante apenas em baixas concentragfes (10, 35 e 75 pg/mL) néo teve
efeitos oxidantes. Em células de Sarcoma 180, o alfa-terpineol em 100, 250 e 500
pg/mL também foi citotdxico, reduzindo a viabilidade celular para 50,9; 38,53; 30,82%,
respectivamente. Além disso, foi também indutor de apoptoses pela fragmentacdo de
DNA em gel. Em células de fibroblastos — MRC5 nas concentra¢fes de 100 e 500
pug/mL pelo teste de viabilidade por fluorescéncia ndo apresentou citotoxicidade. Em
linfécitos humanos o composto foi genotdxico, pelo aumento do indice e frequéncia de
dano nas concentragdes de 250 e 500 pug/mL e nutagénico em 500 pg/mL, pelo aumento
de micronucleos, pontes e brotos nucleares no teste de micronicleos com blogueio de
citocinese. De forma mais especifica, em relagdo a morte celular, utilizando a citometria
de fluxo com marcacdo para Anexina V e 7AAD, o nimero de células vivas de sarcoma
diminuiu significantemente de 92% (controle negativo) para 19%, 8% e 3,5% nas
concentragdes de 100, 250 e 500 ug/mL, respectivamente. Ademais, por microscopia de
fluorescéncia, a menor concentragdo (100 pg/mL) demostrou efeito citotoxico nas
células de sarcoma 180, quando comparado ao controle negativo. O estudo aponta que
os efeitos antitumorais do alfa-terpineol podem ser explicados por mecanismos
citogenéticos e moleculares indicativos de aneugenicidade/clastogenicidade e apoptoses.
Assim, em perspectiva, o0 alfa-terpineol pode ser testado em formulag¢des farmacéuticas
antitumorais.

Palavras-chaves: Oleos essenciais. Monotepenos. Citotoxicidade. Genotoxicidade.
Atividade antitumoral.
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ABSTRACT

Alpha-terpineol is a monoterpene alcohol constituent of essential oils of various
medicinal plants with different pharmacological activities. The aim of the study was the
toxicogenic and antitumor evaluation of alpha-terpineol in murine tumor cells (B16-F10
and Sarcoma 180) as well as in non-tumor cells (murine macrophages, lymphocytes and
human fibroblasts, red cells and Allium cepa) cytogenetic biomarkers and cell death.
The toxicity of alpha-terpineol evaluated by Artemia salina at concentrations of 400,
200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25 pg / mL was high in the first four concentrations. In the
hemolysis test at 1500, 750, 325 and 162 pg / mL had no hemolytic effect. Alpha-
terpineol in the MTT test (500, 50 and 5 pg / mL) induced cytotoxicity by reducing the
cell viability of B16-F10 cells, but in macrophages this effect was not observed. In the
toxicogenic / mutagenic study in A. cepa, alpha-terpineol at 10, 50 and 100 pg / mL was
cytotoxic due to the decrease in root size and mitotic index as well as mutagenicity due
to the increase in the number of cross-changes. In yeast mutated in antioxidant defenses
only at low concentrations (10, 35 and 75 pg / mL) had no oxidizing effects. In Sarcoma
180 cells, alpha-terpineol at 100, 250 and 500 pg / mL was also cytotoxic, reducing cell
viability to 50.9; 38.53; 30.82%, respectively. In addition, it was also inducer of
apoptosis by gel DNA fragmentation. In cells of fibroblasts - MRC5 at concentrations
of 100 and 500 ug / mL by the fluorescence viability test did not present cytotoxicity. In
human lymphocytes the compound was genotoxic, by increasing the index and
frequency of damage in the concentrations of 250 and 500 pg / mL and nutagenic in 500
ug / mL, by the increase of micronuclei, bridges and nuclear buds in the test of
micronuclei with block of cytokinesis . More specifically, in relation to cell death, using
flow cytometry with Annexin V and 7AAD labeling, the number of live sarcoma cells
decreased significantly from 92% (negative control) to 19%, 8% and 3.5 % at
concentrations of 100, 250 and 500 pg / mL, respectively. In addition, by fluorescence
microscopy, the lower concentration (100 pg / mL) demonstrated a cytotoxic effect on
sarcoma 180 cells, when compared to the negative control. The study points out that the
antitumor effects of alpha-terpineol can be explained by cytogenetic and molecular
mechanisms indicative of aneugenicity / clastogenicity and apoptosis. Thus, in
perspective, alpha-terpineol can be tested in antitumor pharmaceutical formulations.

Key-words: Essential oils. Monotepenes Cytotoxicity Genotoxicity Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais e a fitoterapia fazem parte da pratica da medicina
popular, constituindo um conjunto de saberes internalizados nos diversos usuarios e
praticantes, especialmente pela tradicdo oral (BRUNING et al., 2012). A partir de seu
emprego pelas comunidades, pode fornecer informagfes Uteis para a elaboragdo de
estudos farmacoldgicos, fitoquimicos e agrondmicos sobre as plantas. Dessa forma,
podemos planejar a pesquisa a partir de conhecimento empirico ja existente, muitas
vezes consagrado pelo uso continuo, que devera ser testado em bases cientificas com o
objetivo de avaliar a toxicologia desses produtos bem como analisar suas
potencialidades farmacologicas (BRASILEIRO et al., 2008).

Os vegetais se apresentam como fonte de principios ativos com acéo
farmacoldgica e, seu estudo tém contribuido fortemente para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas por meio de seus metabdlitos secundarios (FIRMO et al,
2012). Sendo assim, a descoberta de medicamentos a base de plantas medicinais
resultou principalmente no desenvolvimento de agentes anti-infecciosos e antitumorais
e continua a contribuir para a entrada de novos compostos na industria farmacéutica
(SILVA, 2015).

A descoberta de farmacos antineoplasicos (derivados de produtos naturais e
especiarias) de facil administracdo e com poucos ou insignificantes efeitos colaterais é
uma das principais metas buscadas pelos pesquisadores da area de oncologia
farmacoldgica, tornando-se importante a informacdo sobre os aspectos bioquimicos,
quimicos, bioldgicos e toxicogenéticos de produtos herbaceos com potencial para
desestruturar a maquinaria das células cancerosas (NEWMAN; CRAGG, 2012).

O céancer é uma doenca causada por danos ou mutaces no material genético das
células devido a fatores ambientais ou hereditarios (PEREZ-HERRERO;
FERNANDEZ-MEDARDE, 2015). Ele é uma das principais causa de morte e a Unica
barreira mais importante para aumentar a expectativa de vida em todos os paises do
mundo no século XXI. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
em 2015, o cancer é a primeira ou segunda causa de morte antes dos 70 anos em 91 dos
172 paises, e ocupa o terceiro ou quarto lugar em outros 22 paises (BRAY et al., 2018).

Ha uma estimativa de 18,1 milhGes de novos casos de cancer (17 milhdes

excluindo cancer de pele ndo melanoma) e 9,6 milh6es de mortes por cancer (9,5


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000701142&lng=en&tlng=en#B10
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milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma) em 2018. Em ambos 0s sexos
combinados, o cancer de pulmao é o cancer mais comumente diagnosticado (11,6% do
total de casos) e a principal causa de morte por cancer (18,4% do total de dbitos por
cancer), seguido de perto por cancer de mama feminino (11,6%), cancer de prostata
(7,1%) e cancer colorretal (6,1%) cancer colorretal (9,2%) para incidéncia, cancer de
estdmago (8,2%) e cancer de figado (8,2%) para mortalidade (GERSTEN; WILMOTH,
2006; MAULE; MERLETTI, 2012; BRAY et al., 2018).

Embora a cirurgia e a radioterapia sejam o tratamento primario usado para
canceres locais e ndo-metastaticos, as drogas anticancer sdo a escolha atualmente usada
em canceres metastaticos. A quimioterapia baseia-se na inibicdo da divisdo das células
de rapido crescimento, caracteristica das células cancerosas. Esses quimioterapicos
bloqueiam vias de transducdo biologica e/ou proteinas especificas de cancer para
induzir a morte de células cancerigenas por meio de apoptose, bem como por efeitos
pré-oxidantes antineoplasicos (FERNANDEZ-MEDARDE, 2015; MOHLER;
PFIRMAN). Porém, a destruicdo indiscriminada de células normais, a toxicidade dos
farmacos quimioterapéuticos convencionais, bem como o desenvolvimento de
resisténcia a multiplas drogas, apoiam a necessidade de encontrar novos compostos com
base nas alteracdes na biologia molecular das células tumorais (FERNANDEZ-
MEDARDE, 2015).

Mais de uma centena de compostos derivados de produtos naturais esta em fase
de testes clinicos, principalmente para tratamento do cancer. Apesar da introducéo de
novos farmacos no arsenal terapéutico contra o cancer, varios tumores sélidos como os
sarcomas ainda né@o dispdem de tratamento adequado. (COSTA-LOTUFO et al., 2010;
BUTLER et al., 2008). Existe um potencial extraordinario para a descoberta de
farmacos anticAncer de ocorréncia natural em funcdo da existéncia de um grande
numero de espécies disponiveis para investigacdo bem como de potencialidades
toxicogeneticas ja confirmadas na literatura cientifica para alguns compostos vegetais.
Até o momento, calcula-se que menos de 2% das plantas superiores foram analisadas
para deteccdo de constituintes com atividade antineoplasica e mesmo assim, buscando
apenas a atividade citotoxica (ZHANG, 2002).

Explorar produtos vegetais naturais como uma opgdo para encontrar novas

substancias quimicas como agentes anticancerigenos é uma das areas de pesquisa que
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mais crescem (FREI, 2014). Recentemente, na Ultima década, os 6leos essenciais vém
sendo estudados para seu uso na terapia do céncer. Sua composicdo € formada
basicamente de monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos sendo oxigenados ou néo,
fendis, alcoois simples, cetonas, ésteres, laquitonas e cumarinas (GAUTAM et al.,
2014).

Dentre os constituintes de dleos essenciais, os terpenoides sdo uma rica fonte
metabdlica com estratégia de defesa das plantas contra insetos herbivoros. Eles séo
alcoois terciarios monoterpénicos monociclicos que estdo naturalmente presentes em
espécies de plantas. Existem cinco isdmeros comuns de terpineol, alfa, beta, gama, delta
e terpinen-4-ol, dos quais o alfa-terpineol e seu isdmero terpinen-4-ol sdo 0s terpineois
mais comuns encontrados na natureza (Figura 1). O alfa-terpineol desempenha um
papel importante no campo industrial. Tem um odor agradavel e € um ingrediente muito
comum em perfumes, cosméticos e aromatizantes (AGLIASSA; MAFFEI, 2018;
KHALEEL et al., 2018), o que torna, importante estudos que avaliem suas propriedades

toxicologicas a nivel celular ja que o mesmo ¢é utilizado pela populagéo.

Figura 1 - Isbmeros comuns de terpineol, alfa, beta, gama, delta e terpinen-4-ol.

OH OH

OH OH OH

i-terpineol B-terpineol y-terpineol O-terpineol 4-terpineol

Fonte: (KHALEEL et al., 2018).

O alfa-terpineol ja demonstrou em estudo prévio atividade antitumoral contra
linhagens cancerigenas de carcinoma de pulméo de pequenas células (NCI-H69), mama
(MCF-7), colorretal (HCT-8, SW620, HCT-116 e HT-29), leucemia mielGide crbnica
(K-562), além de suprimir a expressdo de NF-kB que pode desempenhar um papel
importante na inibi¢cdo do crescimento de células tumorais. Além disso, sua atividade

citotoxica efetiva mostra um efeito promissor para o tratamento de pacientes com
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tumores resistentes a drogas ou tumores sélidos devido aos efeitos limitados de

resisténcia representados por alfa-terpineol (HASSAN et al., 2010).

No capitulo I foram utilizados células tumorais murina (B16-F10), células
normais de macréfagos murino, linfécitos e fibroblastos humanos, hemacias de
cachorro e células vegetais de Allium cepa para avaliacdo citotoxica, gentotdxica/
mutagénica e apoptética e oxidantes pelos testes de MTT, A. salina, A. cepa, Cometa,
CBMN, Fragmentacdo de DNA em gel, Microscopia Confocal por Fluorescéncia
(MCF), Hemolise e teste de disco central com S. cerevisiae. No capitulo 1l foi utilizado
células de Sarcoma 180 empregadas nos testes de viabilidade por azul de tripan,
Cometa, CBMN, Fragmentacdo de DNA em gel, Citometria de Fluxo e Microscopia
Confocal por Fluorescéncia (MCF). Assim, tendo em vista a necessidade de
compreender os possiveis efeitos toxicos/genotoxicos e antitumoraldo alfa-terpineol em
estudos ndo clinicos (Capitulo 1); assim como os efeitos antitumorais do monoterpeno
alfa-terpineol em modelo animal de sarcoma 180 (Capitulos I1), como apresentado na

Figura 2.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar os efeitos toxicogenéticos e antitumorais do alfa-terpineol com aplicacéo de

biomarcadores citogenéticos e de morte celular em estudos nédo clinicos.

2.2 Especificos

e Auvaliar os efeitos toxicos e citotdxicos do alfa-terpineol em Artemia salina e teste do
MTT, bem como sua toxicidade/citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidde em
meristemas de raizes de Allium cepa,;

e Observar os efeitos oxidantes/antioxidantes do alfa-terpineol utilizando S. cerevisiae
proficientes e mutadas em defesas oxidantes;

e Avaliar a atividade citotdxica e genotoxica do alfa-terpineol, pela viabilidade celular e
danos ao DNA em linfocitos humanos e sarcoma 180.

e Avaliar a atividade mutagénica do alfa-terpineol em células de linfocitos humanos e de
sarcoma 180 por mecanismos citogenéticos indicativos de genotoxicidade, alteracbes
nucleares (brotos, pontes nucleoplasmaticas, micronucleo), apoptose e necrose.

e Auvaliar a viabilidade celular e determinacdo de apoptose e/ou necrose em linfocitos
humanos e sarcoma 180, por citometria de fluxo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O uso de plantas medicinais e a investigacéo de suas atividades farmacoldgicas

O uso de plantas medicinais foi o primeiro recurso terapéutico utilizado para o cuidado
da saude dos seres humanos e de sua familia, sendo, portanto, um conhecimento milenar que
faz parte da histéria humana, pois antes mesmo do aparecimento da escrita as pessoas ja

faziam o uso de plantas como medicamento (BARRETO et al., 2015).

Nos séculos de colonizacdo, a utilizacdo de plantas medicinais para tratamento das
patologias era feita somente por tribos indigenas e os seus pajés (ELDIN; DUNFORD, 2001).
A populacdo em geral utilizava medicamentos provenientes de importacdes, especialmente da
Europa. Nao existia, ademais, um conhecimento em relacdo ao correto armazenamento das
plantas, a fim de preservar suas propriedades medicinais, ou seja, seus principios ativos
(MARTINS et al., 2000).

Entretanto, a historia da utilizacdo de plantas, no Brasil, em relacdo ao tratamento de
doencas, apresenta influéncias marcantes das culturas africana, indigena e europeia. A
contribuicdo dos escravos africanos para a tradicdo do uso de plantas medicinais se deu por
meio das plantas que trouxeram consigo, as mesmas eram utilizadas em rituais religiosos, e
por suas propriedades farmacoldgicas, empiricamente descobertas (DA CRUZ MONTEIRO
et al., 2017). Ja os milhares de indios que aqui viviam utilizavam uma imensa quantidade de
plantas medicinais que existem na biodiversidade brasileira. Os pajés transmitiam o
conhecimento acerca das ervas locais, e seus usos foram aprimorados a cada geracdo. Ja 0s
primeiros europeus que chegaram ao Brasil se depararam com esses conhecimentos, que
foram absorvidos por aqueles que passaram a habitar o pais e a sentir a necessidade de viver
do que a natureza lhes tinha a oferecer, e também pelo contato com os indios (DA CRUZ
MONTEIRO et al., 2017).

Dessa forma, uma gama de conhecimentos ligados a pratica da saude, acumulada por
séculos comegou a ser passada para as geracdes e por fim, difundida até nossos dias. Porém,
apesar da grande diversidade ainda presente na flora medicinal, o que vem ocorrendo é uma
diminuicdo de incentivos e iniciativas para a continuidade do cultivo e a utilizacdo de plantas
como tratamento (BRUNING et al., 2012).

Assim, como estratégia de incentivo na investigacdo de plantas medicinais, a

abordagem etnofarmacoldgica consiste em combinar informagdes adquiridas junto a usuarios
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da flora medicinal (comunidades e especialistas tradicionais), com estudos quimicos e
farmacologicos (ELISABETSKY, 2003). Por conseguinte, a etnofarmacologia pode ser uma
ferramenta importante na recuperacdo do conhecimento milenar e secular e, até mesmo,
recursos terapéuticos naturais contemporéneos, 0 que permite combinar o conhecimento
empirico e os conhecimentos cientificos, facilitando a descoberta de novos agentes
biologicamente ativos, atraves da reducdo do tempo e custo de triagem farmacologica e
toxicolégica (LEITAO e DE OLIVEIRA, 2014).

Atualmente a Terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas
diferentes formas farmacéuticas é chamada de fitoterapia sendo ainda bastante utilizada de
forma eficaz em atendimento priméario a saude, com finalidade preventiva ou curativa de
patologias (BETTEGA et al.,, 2011; SOUSA et al., 2011; BRUNING et al.,, 2012). A
fitoterapia, como ciéncia, ¢ a area do conhecimento que busca o tratamento das doencas
através das plantas medicinais, sendo amplamente difundida através de raizeiros, curandeiros
e/ou nativos de uma determinada regido. Neste contexto, as plantas medicinais sdo utilizadas
sob diversas formas, desde chas, infusdes, banhos até preparacbes mais elaboradas como
extratos, tinturas, solucdes, xaropes, cremes, pomadas, comprimidos, capsulas, entre outros
(SIMOES et al., 2007).

Além disso, essas diversas formas de preparo, uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais,
prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de nao terem seus
constituintes quimicos conhecidos (ARNOUS et al., 2005). Dessa forma, usuarios de plantas
medicinais de todo o mundo, mantém em costume a pratica do consumo de fitoterapicos,
tornando validas informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos (DA
COSTA; DA SILVA, 2014). Por isso, de maneira indireta, este tipo de cultura medicinal
desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidiciplinares, como
por exemplo boténica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos
sobre a flora mundial (MACIEL et al., 2002). Assim, podemos planejar a pesquisa a partir do
conhecimento empirico, muitas vezes consagrado pelo uso continuo, que devera ser testado
em bases cientificas por meio da experiéncia, da observacéo e da investigacdo (BRASILEIRO
et al., 2008).

A intensa investigacdo cientifica sobre atividade bioldgica de plantas medicinais tem
sido o alvo de varios estudos, proporcionando uma importante fonte de novos compostos

farmacologicamente ativos (DE SOUZA ELLER et al., 2015). Tais plantas constituem uma
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imensa fonte de compostos de ampla atividade bioldgica e sua utilizagdo, principalmente no
tratamento de diversas doencas, representando uma grande contribuicdo para a descoberta de
novos agentes terapéuticos. Entretanto, muitas sdo as espécies vegetais que ainda carecem de
estudos (PORFIRIO et al., 2009).

Dentre essa consideravel quantidade de espécies ainda ndo estudadas, estudos
farmacolodgicos de produtos naturais permitem caracterizar € comprovar a eficacia e a
toxicidade de plantas de uso popular. Além disso, certifica os efeitos colaterais, relacionando
esses efeitos as doses e a um possivel mecanismo de agdo em varias espécies de animais de
laboratério (BALBINO; DIAS, 2010; CORREA et al., 2010). Esses estudos em plantas
medicinais na forma de extratos vegetais brutos, fragBes ou principios ativos puros
proporcionam resultados preliminares que norteiam a pesquisa (SIXEL; PECINALLI, 2013).
Também, estudos farmacoldgicos, pre-clinicos e clinicos, tém gerado um grande nimero de
dados sobre a eficacia e seguranca de plantas de emprego tradicional, conduzindo a uma
revisdo de seu uso (GASPARETTO et al., 2010).

Na investigacdo farmacologica, a busca por metabolitos secundarios produzidos por
plantas, melhor conceituados como metabdlitos especiais, tém um papel fundamental no
desenvolvimento da quimica orgénica sintética moderna. Devido a tais constatacfes, 0s
produtos naturais e derivados foram, e continuam sendo, notoriamente, de importancia crucial
em determinados setores de uma sociedade moderna, mesmo considerando-se o0 grande
numero de produtos fabricados por sintese (VIEGAS et al., 2009).

Um bom exemplo de algumas substancias que se consagraram como principios ativos
eficazes advindos de fontes naturais, e que até hoje, ainda sdo muito empregados no
tratamento de certas doencas sdo a morfina, quinina, canfora e cocaina (MONTANARI;
BOLZANI, 2001). Uma vez conhecendo o potencial das plantas medicinais, muitos
compostos bioativos constituem-se, sobretudo, em modelos para o desenvolvimento de
medicamentos sintéticos modernos, tais como procaina, cloroquina e tropicamida. Depois da
descoberta destes medicamentos de origem vegetal, € possivel entender a corrida entre
algumas industrias transnacionais pela busca de substancias bioativas novas (PINTO et al.,
2002).

Além disso, em uma abordagem mais especifica aos medicamentos, os antineoplésicos
também estdo intimamente relacionados aos produtos naturais, sendo que mais de 60% dos
medicamentos utilizados tem em alguma instancia sua origem relacionada a uma fonte natural

( Tabela 1). Porém, a grande heterogeneidade das células tumorais dificulta o tratamento e
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facilita a manifestacdo de resisténcia, fatores que estimulam a pesquisa por novos
quimioterapicos (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Tabela 1: Produtos naturais ou farmacos derivados de plantas utilizados na terapia do cancer.

Farmaco Fonte Alvo Molecular IndicacOes terapéuticas
Vimblastina Leucemia linfoblastica
vincristina Tubulina/ aguda; cancer de
. . Catharanthus roseus . . g )
vindesina Microtubulos testiculo; doenga de
vinorelbina Hodking
Paclitaxel Taxus brevifolia Tubulina/ Cancer de mama
Docetaxel Microtubulos
Cancer de Pulmao,
Podofilotoxina Podophyllum Topoisomerase |l ovario e testiculo;
Etoposideo peltatum Leucemia Linfocitica
Teniposideo Aguda;
Camptotecina Camptotheca Topoisomerase | Céncer de colon
Topotecano Accuminata
Irinotecano

Fonte: COSTA-LOTUFO et al., 2010.

A descoberta de novos antineoplésicos de origem vegetal tem incentivado as pesquisas
nessa area. A busca por medicamentos anticancerigenos tem aumentado com vistas a se
encontrar tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que visem a descoberta de novas
estratégias que impecam o avanco da doenca. Baseadas em avancos significativos na biologia
do céncer, as pesquisas buscam moléculas que atuem com mecanismos especificos para cada
tipo da enfermidade, como inibicdo da polimerizacdo da tubulina, atuacdo no DNA,
blogueadores enzimaticos ou de microtubulos celulares (ALTMANN; GERTSCH, 2007).

Essa variedade de mecanismos contido nos compostos bioativos faz com que as
plantas sejam consideradas fonte nobre de moléculas para o tratamento de varias formas de
cancer e, mesmo que a molécula isolada do vegetal ndo possa ser usada diretamente como
medicamento, pode servir de modelo para sintese ou para gerar um pro-farmaco para o
desenvolvimento de novos agentes (BRANDAO et al., 2010). Portanto, ha necessidade de
agilizar detalhes etnobotanicos, estudos farmacologicos, toxicologicos e clinicos sobre as
plantas medicinais inexploradas, o que poderia levar ao desenvolvimento de drogas seguras e

novas, com énfases para atividades antitumorais (TARIQ et al., 2018).
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3.2 Cancer e atividade antitumoral

O cancer é uma doenca na qual as células acumulam alteragbes genéticas que,
acredita-se, conferir uma vantagem clonal sobre as celulas do tecido circundante
(VERMEULEN et al., 2013). Essas células podem invadir e se espalhar para locais distantes
do corpo, as quais podem promover consequéncias graves para a saide (LOURO, 2000). Seu
acometimento, na maioria dos casos, ocorre por fatores hereditarios e ambientais. Também,
um estudo recente destacou o papel proeminente no cancer de mutagbes replicativas que
surgem de uma terceira fonte: erros inevitveis associados a replicacgio do DNA
(TOMASETTI et al., 2017).

Em 2015, houve 17,5 milhGes de casos de cancer em todo o mundo e 8,7 milhdes de
mortes. Entre 2005 e 2015, 16% dos casos de cancer aumentaram com o envelhecimento da
populacdo contribuindo com, o crescimento populacional em 13% e as mudancas nas taxas
especificas por faixa etéaria contribuindo com 4%, perfazendo um total de 33%. Embora esses
nimeros impressionantes sejam o testemunho de que a “guerra contra o cancer” nao foi
vencida, os esforcos na medicina e novas abordagens de tratamento tém surgido para tentar
diminuir esses nimeros (FITZMAURICE et al., 2017).

A terapéutica do cancer baseia-se, de forma geral, na associacdo da resseccao cirdrgica
dos tumores ao tratamento radioterapico e a quimioterapia. Na década de setenta estas formas
classicas de abordagem sofreram alteracfes significativas com a introducdo do conceito de
tratamento adjuvante. O emprego intensivo dos protocolos pds-cirdrgicos, incluindo a
associacao de quimioterapicos com diferentes mecanismos de acdo a radioterapia e, mais
recentemente, a associacdo destes aos anticorpos monoclonais, vem melhorando os resultados
do tratamento de alguns tipos de canceres (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Entre todos esses
métodos, a quimioterapia € o0 método mais comumente usado para tratar o cancer metastatico
(Jletal., 2010).

A quimioterapia constitui uma das modalidades de maior escolha para produzir cura e
paliagdo. A quimioterapia envolve 0 uso de substancias citotoxicas, administradas
principalmente por via sistémica e pode ser classificada de acordo com a sua finalidade como:
quimioterapia  neoadjuvante,  quimioterapia  primaria,  quimioterapia  paliativa,
monoquimioterapia e poliquimioterapia (SPENCE; JOHNSTON, 2003). Nos ultimos anos, a
quimioterapia tem conseguido éxitos notaveis na cura de algumas formas de céanceres

disseminados tais como a leucemia aguda infantil, distintos tipos de linfomas e alguns tipos de
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tumores solidos, em especial os derivados de células germinais (COSTA-LOTUFO et al.,
2010). E importante ressaltar que muitos desses agentes anticancerigenos sdo constituintes
ativos isolados de ervas medicinais. Por isso, o conhecimento etnofarmacoldgico € Util para
liderar a pesquisa de plantas com potencial atividade antitumoral, a fim de buscar novos
produtos naturais (RUFFA et al., 2002).

O estudo de produtos naturais como fonte de novos agentes anticancer com a
capacidade de causar apoptose, parada do ciclo celular e dano oxidativo ao DNA, torna-se de
grande importancia, pois mesmo devido a grande quantidade de drogas ja existente para o
tratamento de neoplasias, ainda ndo se chegou a um composto ideal que tenha maior
seletividade, menos efeitos colaterais, maior poténcia terapéutica e menor indice de
resisténcia (LIMA, 2015). Entre as abordagens tradicionais alternativas, varios produtos
vegetais classificados como alcaloides, saponinas, monoterpenos, triterpenos, glicosideos e
polifenois mostraram propriedades anticancerigenas muito promissoras tanto in vitro quanto
in vivo (PRAKASH et al., 2013; GAUTAM et al., 2014).

Assim, os produtos herbaceos tém sido utilizados na forma de extratos, aleloquimicos
puros ou 6leos essenciais na pesquisa contra o cancer, com objetivo de ampliar ainda mais a
busca por novos antineoplasicos, pois 0s mesmos Sd0 economicamente Viaveis,
biodegradaveis e apresentam baixa toxicidade contra os mamiferos, além de possuir alta
seletividade e baixa fitotoxicidade (CORREA SALGADO, 2011; GOMES et al., 2012).

3.3 Oleos essenciais

Explorar produtos vegetais naturais como uma opg¢do para encontrar novos agentes
antitumorais € uma das areas de pesquisa que mais crescem. Recentemente, na ultima década,
0s Oleos essenciais vém sendo estudados para indicar seus constituintes como agentes
anticancerigenos (GAUTAM et al.,, 2014). Eles sdo constituintes volateis organicos
responsaveis pela fragrancia de muitas plantas. Podem ser obtidos de flores, folhas, frutos,
sementes, gramas, raizes, rizomas e caules das plantas através de processos adequados de
extracdo (MORAIS et al., 2006).

No processo de extracdo de Oleo essencial, podem ser aplicados diversos metodos,
como a hidrodestilacdo, maceracdo, extracao por solvente, enfleuragem, gases supercriticos e

microondas. Dentre esses, 0 método de maior aplicacdo é o de hidrodestilacdo que se divide
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em duas tecnicas — arraste a vapor (CRAVEIRO et al., 1981) e coobacdo (SANTOS et al.,
1998).

Os Oleos essenciais extraidos de diferentes 6rgdos de muitos espécimes séo
constituidos principalmente de hidrocarbonetos monoterpenos (por exemplo, a-pineno,
mirceno, limoneno, a-terpineno, p-cimeno), monoterpenoides oxigenados (por exemplo, o-
terpineol, 1,8-cineole, linalol, terpinen-4-ol, borneol, canfora), hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (por exemplo, B-cariofileno, a-humuleno, germacreno D, biciclogermacreno,
a-cubebeno), sesquiterpendides oxigenados (por exemplo, espatulenol, (E)-nerolidol, éxido de
cariofileno, a-cadinol, epi-a-bisabolol) e fenilpropanoides (por exemplo, safrol, dillapiole,
miristicina, elemicina, (Z)-asarona, eugenol), todos com atividades e mecanismos
relacionados as diversas funcdes necessarias a sobrevivéncia vegetal (NASCIMENTO et al.,
2012; PAZ et al., 2017).

Vérios mecanismos como aumento da funcdo imunolégica e da vigilancia, indugédo
enzimética e aumento da desintoxicagdo, modulacdo da resisténcia a multiplos farmacos e
mecanismo sinérgico de constituintes volateis sdo responsaveis por suas propriedades
quimiopreventivas. Os mecanismos mais estudados envolvidos no tratamento do cancer sao:
antioxidante, antimutagénico, antiproliferativo, ativacdo de enzimas de desintoxicacéo,
modulagdo da sinalizacdo de reparo de DNA, antimetastase e antiangiogénese. Multiplas vias
estdo envolvidas na atividade antiproliferativa demonstrada pelos 6leos essenciais nas células
cancerigenas e sdo até efetivos na reducao de tumores em modelos animais. (BHALLA et al.,
2013; GAUTAM et al., 2014).

Considerando que 0s monoterpenos sdo comuns em muitas espécies de plantas e séo
usados em preparacGes cosméticas e farmacéuticas, bem como na inddstria de alimentos, é
importante estudar o potencial toxicoldgico e farmacologico dos monoterpenos com atividade
anticancerigena (SOBRAL et al., 2014).

3.4 Monoterpenos e alfa-terpineol

Os monoterpenos sdo componentes dietéticos ndo nutritivos encontrados nos 6leos
essenciais de frutas citricas e outros vegetais. Funcionam fisiologicamente como
quimiotaticos ou quimiorrepelentes e sdo amplamente responsaveis pela fragrancia distinta de
muitas plantas (CROWELL, 1999).
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Os monoterpenos pertencem a classe dos terpenoides de produtos naturais e sao
biossintetizados através da via do acido meval6nico. Seu pequeno peso molecular acoplado a
alta natureza ndo polar os torna os componentes mais abundantes de 6leos essenciais e séo
construidos a partir de unidades repetitivas de blocos bésicos de 5 carbonos chamados
isoprenos. Eles existem como hidrocarbonetos ou como partes oxigenadas com
funcionalidades de aldeido, alcool, cetona, éster e éter. Além disso, eles podem ter estrutura
aciclicas, monociclicas, biciclicas ou triciclicas (DEWICK, 2002; THOLL, 2015;
HABTEMARIAM, 2017) (Figura 3).

Figura 3: Estrutura quimica de alguns constituintes monoterpénicos presentes em 0leos

essenciais.
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Fonte: GUILHON DE CASTRO el al., 2010.

O isolamento dos monoterpenos primeiramente se dar por procedimentos de extracao e
destilacdo. Monoterpenos individuais sdo geralmente identificados nestes 6leos essenciais
pelas técnicas tradicionais como ponto de ebulicdo, ponto de fusdo, indice de refracéo,
atividade Optica, densidade, anélise elementar, solubilidade, testes de rea¢do quimica e dados

espectrais atraves de espectroscopia de massa, absorcdo de infravermelho e espectroscopia de
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ressonancia magnética nuclear (RMN) do composto isolado. Hoje, a maioria dos O6leos
essenciais extraidos de plantas € analisada por cromatografia gasosa combinada a
espectrometria de massa (GC-MS) e, por vezes, por cromatografia gasosa em espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (IR) (GERON et al., 2000).

Entre os tipos de monoterpenos, 0s oxigenados possuem Varias atividades
farmacoldgicas tais como: antioxidante (GONZALES; GOMEZ, 2012), anti-inflamatéria (DE
CASSIA et al., 2013), antinociceptiva (GUIMARAES et al., 2013), hipotensora (SANTOS et
al., 2011), antipruritica (KAMATOU et al., 2013), antimicrobiana (ESPINA et al., 2011),
inseticida (SFARA et al., 2009). Também, alguns outros monoterpenos como acetato de
linalil, a-terpineol e cénfora em sinergismo, possuem uma caracteristica de agente
quimiopreventivo ideal, a saber, a atividade antitumoral. Dessa forma, 0s monoterpenos
demonstram um alto potencial farmacologico, bem como outras vantagens, sendo a
disponibilidade comercial, baixo custo, biodisponibilidade oral e baixa toxicidade, tornando
vidvel comecar a considera-los para testes de quimioprevencao de cancer humano (SOBRAL
etal., 2014).

Dentre varios monoterpenos, tem-se alfa-terpineol (Figura 4) é um alcool
monoterpeno oxigenado ciclico, volatil, de odor agradavel, o qual possui uma hidroxila ligada
a um carbono tercidrio e é encontrado em uma grande variedade de dleos essenciais,
representando uma nova classe de agentes quimicos com elevado potencial terapéutico
(Figura 2). Seu peso e formula molecular é equivalente a 154,25 g/mol e CioHig0,
respectivamente. Quanto a algumas caracteristicas fisico-quimicas: ponto de fusdo de 10-30 °
C, Log Kow (Coeficiente de Particdo) de 3.33 e solubilidade em &gua de 371.7mg/l1a25°C
(BATIA et al., 2008; CHOI et al., 2013).

Figura 4: Estrutura quimica do alfa-terpineol.
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Esse monoterpeno é encontrado em espécies de plantas tais como, Melaleuca
alternifolia, Salvia officinalis e Carthamus tinctorius (CHOI et al., 2013). Sdo relatadas acdes
diversas deste composto na literatura, dentre elas, efeitos antineoplasicos, atividades
antimicrobianas, antioxidantes, agonistas de canais de TRP, antinociceptivas e
antiespasmoliticas. Ademais, estudos tém apresentado acGes cardiovasculares com atividades
vasorelaxante e hipotensora (RIBEIRO, 2012). Também possui ampla aplicagdo industrial,
sendo utilizado em industrias farmacéuticas como antifingico e antisseptico, bem como na
fabricacdo de perfumes, cosméticos e sabonetes (BAPTISTELLA et al., 2009).

Quanto a biotransformacdo do alfa-terpineol (Figura 5) em ratos, os esfor¢os de
Horning e colaboradores (1976) mostrou que o alfa-terpineol, quando administrado em
humanos, é hidroxilado em p-mentol-1, 2, 8-triol. Um outro estudo coordenado por
Madyastha e Srivatsan (1988) com o objetivo de determinar o destino metabdlico do alfa-
terpineol e seus efeitos no sistema microssomal do citocromo P-450 hepatico apos
administracdo oral em ratos, mostrou que a oxidagdo do metil alilico e a reducdo da ligacao
dupla 1,2 na porcédo ciclica sdo as principais vias para 0 metabolismo do alfa-terpineol. A
oxidacdo do metil alilico no alfa-terpineol formard o alcool p-ment-l-eno-7,8-diol, o qual
provavelmente ndo se acumula, sendo prontamente oxidado ainda mais ao &cido oleuropeico.
Jé& a reducdo da dupla ligacdo endociclica é o que forma o &cido dihidrooleuroépico a partir do
acido oleuropeico.

Figura 5: Biotransformacéo do alfa-terpineol em ratos.
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O potencial do alfa-terpineol como candidato anticancerigeno, tem sido relatado
através da citotoxicidade significativa contra varias linhagens tumorais como Hep G2, Hela,
MOLT-4, K-562, CTVR-1, HCT-116, NCI-H69 e MCF-7 (HAYES et al., 1997; ITANI et al.,
2008; HASSAN et al., 2010; CANDRASARI et al., 2016). Segundo estudos de Bicas e
colaboradores (2011), o a-terpineol mostrou-se citostatico especialmente contra o
adenocarcinoma da mama (MCF-7) e leucemia miel6ide cronica (K-562). Os mecanismos que
podem justificar a atividade antitumoral sdo: inibicdo da isoprenilagdo pds-traducional de
proteinas da regulacdo do crescimento celular, inducdo da parada do ciclo celular e a apoptose
através da liberagdo de citocromo C, ativacdo de caspases e clivagem de PARP, inibicdo e
inducdo das expressdes de Bcl-2 e Bax, respectivamente, bem como €é capaz de suprimir a via
de sinalizacdo do NF-kB (WAGNER; ELMADFA, 2003; ITANI et al., 2008; HASSAN et al.,
2010; CANDRASARI et al., 2016).

Embora varias biomoléculas tenham potencial atividade anticancer, é necessario o
desenvolvimento de estudos toxicologicos, visando a seguranca de preparacOes populares e
suas aplicagdes terapéuticas, a fim de evitar efeitos colaterais, ja que 0s mesmos sao agentes
xenobioticos, passivos de metabolismo ativador, cujos efeitos podem ndo se manifestar de
forma imediata, o que intensifica as acdes toxicas mediante uso crénico (SILVEIRA et al.,
2008; ARAUJO et al., 2015).

3.5 Toxicologia de compostos naturais

Os produtos fitoterapicos por serem utilizados para autoconsumo ou para venda,
devem ser tomadas todas as medidas de controle. Eles geralmente tém uma alta aceitagéo
pelos consumidores que, na maioria das vezes, consideram que “natural” ¢ igual a
“seguro”. Esta €, no entanto, uma simplificagdo excessiva, pois nUMerosos compostos
botanicos foram encontrados contendo substancias toxicas (KRISTANC; KREFT, 2016).

A avaliacdo da seguranca de agentes farmacoldgicos pode ser realizada através de
ensaios toxicologicos (ERNST, 2005). Os estudos toxicoldgicos desempenham um papel
significativo na compreensdo das acGes nocivas dos agentes ativos ou fitoquimicos nos
tecidos. Fitoquimicamente, as espécies vegetais possuem compostos valiosos, incluindo
triterpenos, alcaloides e flavonoides, que podem contribuir para sua atividade bioldgica
(MONGALO et al., 2016). A partir deles é possivel ter uma visdo das agdes quimicas,

reacOes, interagdes, mudangas consequentes de estrutura em tecidos bioldgicos e uma gama
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de concentragbes para 0 uso seguro de plantas para curar uma doenga particular
(OLEJNICZAK et al., 2001) e para determinar a faixa de doses, responsavel por produzir o
efeito maximo (REDDY; KAMBLE, 2014). Também, dados observacionais sdo coletados e
usados para prever os resultados da exposicdo a animais e também a humanos. Esses
resultados mostram que a dose mais baixa nao é toxica, enquanto doses altas sdo letais. Além
disso, algumas doses podem ter efeitos benéficos, mas o aumento da exposi¢do ira, em algum
momento, causara um efeito prejudicial (SHARWAN et al., 2015).

A avaliacéo da toxicidade causada pelas plantas, especialmente quando fazem parte do
tratamento de longo prazo é de fundamental importancia para minimizar 0s possiveis riscos
para as pessoas (RODEIRO et al., 2006). Assim, entende-se que a exposi¢do cronica dos
produtos herbaceos, produz um desenvolvimento de problemas mais insidiosos e que nem
todas espécies ndo estdo envolvidas na toxicidade aguda (KRISTANC; KREFT, 2016). Por
1SS0, 0 uso racional de ervas medicinais se faz importante e implica na obtengdo do melhor
efeito, com a utilizacdo pelo menor periodo de tempo possivel, 0 que minimiza os danos
nocivos aos 0rgdos e tecidos (RATES, 2001).

As substancias toxicas das plantas podem afetar todo o espectro de 6rgdos humanos
vitais, inclusive os principais sistemas do corpo funcional, como o sistema nervoso central
(SNC), interferindo assim na coordenacdo das fungbes nervosas do corpo. As toxinas mais
dominantes sdo as neurotoxinas que afetam o cérebro e o SNC, seguidas por citotoxinas e
toxinas metabdlicas que afetam dérgdos como os rins, o figado, o coracdo e os pulmdes.
Também, a gravidade de um efeito toxico pode depender da via de administracdo, do estagio
de crescimento ou parte da planta, da quantidade consumida, da espécie e da suscetibilidade
da vitima (BOTHA; PENRITH, 2008).

Os impactos toxicos mais comuns produzidos por ervas e medicamentos fitoterapicos
sdo efeitos hepatotdxicos, neurotoxicos (KRISTANC; KRAFT, 2016) e nefrotdxicos (ASIF,
2012). Segundo Kristanc e Kreft (2016), a hepatotoxicidade cronica induzida por plantas é
principalmente idiossincratica, no entanto, a ativacdo metabdlica é frequentemente implicada.
A neurotoxicidade crbnica induzida por ervas medicinais podem resultar da deplecdo de
tiamina, hipotireose ou ruptura do metabolismo neuronal. Ja a nefrotoxicidade é causada por
espécies vegetais que causam o comprometimento funcional, distarbios estruturais, além de
outros distirbios especificos, tais como calculos, inflamagdo, atrofia e fraqueza renal
(ARDALAN et al., 2007).
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Além disso, sabe-se que as plantas com atividades medicinais contém numerosos
compostos biologicamente ativos e, embora tenham propriedades farmacoldgicas
comprovadas, podem causar danos, inclusive danos ao DNA (SPONCHIADO et al., 2016).
Deste modo, uma outra avaliagdo pré-clinica concernente ao biomonitoramento dos danos
oxidativos, nucleares e genotoxicos de produtos naturais e/ou sintéticos, manipulados e
ingeridos pelo homem, se faz necessaria para a liberacdo de substdncias para 0 uSsO
terapéutico. Neste contexto, ensaios ndo-clinicos com organismos inferiores como Artemia
salina, Allium cepa e o uso de linhagens de células proporcionam um meio alternativo para o
teste de drogas e produtos quimicos (DOKE; DHAWALE, 2015).

Os testes de toxicidade genética sdo realizados rotineiramente para identificar
potenciais agentes cancerigenos, genotdxicos e mutagénicos de células germinativas. Essa
avalicdo inclui pelo menos dois ou trés procedimentos de teste, tais como teste de mutagédo
reversa em microrganismos, teste de danos cromossémicos e ensaio de mutagdo em células de
mamiferos (KIM et al., 2013).

Desse modo, a investigacdo dos efeitos genotdxicos e mutagénicos de substancias
isoladas ou de novos compostos naturais possui uma importancia critica na avaliacdo de danos
ao DNA, visto que o desenvolvimento do céncer pode decorrer de agentes genotoxicos e
mutagénicos que podem causar deficiéncias no reparo do DNA, e que, também, exerce
influéncia na conducdo dos efeitos bloqueadores do checkpoint do ciclo celular. Cabe
enfatizar que a deficiéncia de reparo de danos ao DNA, que leva a instabilidade genética é
comum em tumores. Assim, o uso de ferramentas biomarcadoras para avaliar a instabilidade
genética assume importancia clinica nas terapias oncoldgicas (KASSIE et al., 2001; WU et
al., 2016; ASATRYAN; KOMAROVA, 2016; MOUW et al., 2017).

3.6 Bioensaios para avaliagdo toxicogenética in vitro e in vivo

Ensaios toxicogenéticos sdo normalmente usados para identificar substancias que tém
a capacidade de interagir com &cidos nucleicos em baixas concentra¢cdes. Quando um agente
toxico interage com o DNA, pode levar a aberragdes cromossdmicas e / ou alteracfes na
estrutura de DNA que pode afetar a fidelidade da mensagem e levar a mudancas irreversiveis
na célula (VARANDA al., 2002; SPONCHIADO et al., 2016).

Nos ultimos 30 anos, diferentes metodologias, estratégias e abordagens foram

desenvolvidas para avaliar substancias quimicas que poderiam demonstrar efeitos genotdxicos
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e / ou carcinogénicos. O estabelecimento desses protocolos tem sido baseado em estudos que
demonstram a correlacdo entre carcinogenicidade e mutagenicidade, e a correlacdo de ambos
0s parametros com genotoxicidade (WATERSETAL, 1999). Desde entdo, procedimentos
estabelecidos tém sido utilizados para a avaliacdo do risco genotdxico associado ao uso de
drogas, aditivos alimentares, pesticidas, produtos quimicos industriais e ambientais e também
produtos naturais, incluindo plantas medicinais e seus Oleos (VILAR et al.,, 2008;
SPONCHIADO et al., 2016).

3.6.1 Ensaio para estudos de viabilidade celular

Os métodos de exclusdo de corante sdo tradicionalmente usados para avaliar a
viabilidade celular, sendo o azul de tripan um dos mais comuns. O azul de tripan € uma
coloragdo vital que deixa as células ndo viaveis com uma cor azulada quando observadas ao
microscopio, enquanto as células vidveis aparecem sem coloracdo. As células viveis
possuem membranas celulares intactas e, portanto, ndo absorvem o corante do meio
circundante. Por outro lado, as células ndo viaveis ndo tém uma membrana intacta e funcional
e, portanto, absorvem o corante de seus arredores. Isto resulta na capacidade de distinguir
facilmente entre células vidveis e ndo viaveis, uma vez que as primeiras sdo ndo coradas,
pequenas e redondas, enquanto as Ultimas sdo coradas e inchadas. Entretanto, é importante
salientar que o meétodo ndo diferencia entre células apoptéticas e necréticas (LOUIS;
SIEGEL, 2011).

Esse ensaio requer que as células estejam numa Unica suspensdo celular, sendo que
estas sdo entdo visualizadas e contadas ao microscopio usando um hemocitémetro de um
volume definido, como por exemplo a camara de Neubauer ou utilizando dispositivos de
contagem automaticos que se tornaram recentemente disponiveis. A partir dessas contagens, é
relativamente simples calcular o nimero total de células e a porcentagem de células viaveis
dentro de uma populagédo (STODDART, 2011).

Além disso, a comparacdo detalhada das estimativas de células vivas versus células
mortas usando a exclusdo do azul de tripan avaliada manualmente e avaliada eletronicamente
por citometria de fluxo, indica que as duas técnicas fornecem resultados muito semelhantes,
embora haja entre si uma larga diferenca de robustez. Porém, considerando que a técnica de
exclusdo do corante descrita € mais provavel a erro devido a subjetividade do operador, a

abordagem da citometria de fluxo é menos adequada para a avaliagdo da viabilidade celular
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durante o desempenho de técnicas complexas e demoradas de purificacdo celular (STROBER,
2015).

Com o tempo, os testes de viabilidade tornaram-se mais complexos. Cada vez mais,
corantes que dependem da atividade metabolica das células estdo ganhando vantagem, pois
podem ser realizados em células aderentes e, portanto, prestam-se a analises de alto
rendimento (STODDART, 2011).

Senso assim, o ensaio com MTT € um dos testes mais populares para avaliar a
atividade de potenciais compostos antitumorais potenciais, e ele também é o ensaio mais
popular para examinar interagcdes entre compostos. O teste em questdo foi criado e descrito
por Mosmann em 1983 (SLIWKA et al., 2016). O ensaio é significativamente influenciado
por compostos que modificam o metabolismo de células individuais que possuem a
capacidade metabodlica de converter o brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-
tetrazolio (MTT) do sal de tetrazélio de cor amarela em seu metabdlito roxo chamado
formazano que é insollvel em &gua. Essa reacdo ocorre aumentando o nivel de NADPH ou a
atividade de LDH (lactato desidrogenase). O reagente MTT tetrazol é impermeavel a
membrana celular. Ele é absorvido pelas células através de endocitose e é reduzido a seus
metabolitos de formazan insolGveis e puros por enzimas oxidoredutases dependentes de
NADPH, principalmente nos compartimentos citosolicos (WANG; HENNING; HEBER,
2010; MIRZAYANS et al., 2017 a; MIRZAYANS et al., 2017 b; MIRZAYANS et al., 2017
C).

Além disso, 0 ensaio de viabilidade MTT unicelular € uma ferramenta poderosa para
distinguir entre células vivas e mortas. Ao contrério de outros sais de tetrazolio que séo
amplamente utilizados em ensaios colorimétricos, o reagente MTT ndo requer um passo de
acoplamento de elétrons para facilitar sua captacdo pelas células, sendo que a carga positiva
liquida no MTT ¢ suficiente para sua absorcdo através do potencial da membrana plasmatica
(BERRIDGE et al., 2005).

O ensaio de MTT unicelular é simples porque envolve apenas a adi¢do do reagente
MTT ao meio de cultura, a incubacdo das células durante 1 a 2 horas, avaliacdo
microscopica e a aquisicdo de imagens celulares. A avaliacdo de dados também é
direta. Independentemente do nivel da atividade metabdlica de uma célula, se a mesma é
capaz de converter o MTT em seu metabolito formazan para dar origem a granulos de
cristais escuros, entdo a célula ndo pode estar morta. Portanto, supondo que um tratamento

genotoxico particular possa resultar em uma diminuicdo na atividade metabdlica de um
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subconjunto de células (por exemplo, refletindo mudancas nas enzimas oxidoredutases),
essas células ainda serdo capazes de metabolizar o MTT. Por outro lado, as células mortas
ndo metabolizam o MTT e, portanto, permanecem livres de granulos e cristais de
tetrazélio. Dessa forma, MTT é particularmente muito Gtil para a avaliacdo da viabilidade
de células individuais por microscopia de uma maneira simples, mas altamente informativa
e reproduzivel (MIRZAYAN et al., 2018).

3.6.2 Toxicidade em Artemia salina

A Artemia salina é uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca, encontrado
em aguas salgadas, € um organismo regulador hipo / hiper-osmotico capaz de manter as
concentracOes de ions de hemolinfa, dentro de limites estreitos sobre uma gama de salinidade
externa de NaCl a 0,26% em ambientes supersaturados (CARVALHO et al., 2009; ATES et
al., 2013). O uso da Artemia salina tem relevancia ecoldgica nos ecossistemas marinhos, pois
estes organismos sdo uma representacdo da comunidade zooplanctonica e vital na ecologia
das praias. A Artemia spp é conhecida por sua capacidade de se adaptar a diferentes condicGes
ambientais, tornando-se um organismo de teste crucial na ecotoxicologia (REGUEIRAS et al.,
2018).

Seus cistos se adaptaram ao estresse de varias maneiras. Eles sdo cercados por uma
parede celular rigida impermeavel a maioria dos compostos quimicos e que funciona como
um escudo contra a radiacdo ultravioleta. Os cistos de Artemia salina contém grandes
quantidades de trealose, um aglcar ndo redutor com funcdo de preservar membranas e
proteinas durante a dessecacdo (MACRAE et al., 2016).

O ensaio de letalidade de Artemia salina é um bioensaio padronizado em pesquisa
marinha e aquatica que tem sido sucessivamente empregado para fornecer dados iniciais de
toxicidade que pode ser apoiada por bioensaios mais especificos e mais sofisticados, uma vez
gue os compostos ativos tenham sido isolados (REGUEIRAS et al., 2018; APU et al., 2010).

Vaérios estudos tem sido desenvolvido utilizando o teste de toxicidade em Artemia
salina, o qual é empregado desde a extratos até substancias isoladas com a finalidade de
encontrar a LCsp, justificando assim seu uso como um dos primeiros testes a serem utilizados
na investigacdo da concentracdo a ser utilizada (DO AMARANTE et al., 2011; ARCANJO et
al., 2012; ULLAH et al., 2013), bem como correlacionar a toxicidade do bioensaio com outras

atividades farmacologicas, tais como antifingicos, antiviral e antimicrobiana (MACBAE et
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al., 1988), antiparasitaria (SAHPAZ et al., 1994), antitripanossoma (ZANI et al., 1995),
antiplasmddica (DO AMARANTE te al., 2011) e antitumoral (MEYER et al., 1982;
MCLAUGHLIN; ROGERS, 1988; NUNES et al., 2009; ARCANJO et al., 2012).

E importante ressaltar que muitos fatores podem interferir no éxito do teste de
toxicidade utilizando Artemia salina, como luz, temperatura, alimentacdo da Artemia sp.,
tempo de eclosdo dos ovos, agua utilizada no teste, contaminagdo das vidrarias e das
substancias (BUENO et al., 2015).

3.6.3 Teste de Allium cepa

O teste de Allium cepa (Figura 6) criado por Levan (1938) demostrava inicialmente
disturbios no fuso mitético devido ao uso de colchicina. Posteriormente, Fiskesjo em 1985
estabeleceu algumas modificacdes na técnica com o objetivo de torna-lo em uma ferramenta
para monitoramento ambiental, entretanto, o teste permite uma avaliacdo mais ampla em
produtos quimicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

O sistema teste de Allium cepa é um excelente parametro de analise citotdxica, para a
observacdo da ocorréncia de alteragbes cromossomicas no ciclo celular de Allium cepa
(AMARAL et al., 2007; FACHINETTO; TEDESCO, 2009). Testes biologicos de
mutagenicidade com plantas tem como objetivo verificar a frequéncia de microndcleos,
aberragcdes cromossémicas e alteracbes no indice mitotico nas células do meristema radicular
(MELLO et al., 2004). Este teste é de baixo custo, facil de usar e produz resultados
semelhantes aos ensaios em animais por causa da semelhanca em suas composigdes genéticas,
dai mesma resposta aos agentes mutagénicos. As células de Allium cepa possuem
cromossomos metacéntricos permitindo uma melhor avaliagdo microscopica (AKINBORO et
al., 2011).

As aberragbes cromossomicas identificadas no ensaio sdo indicativas de
genotoxicidade (RANK; NIELSEN, 1993), enquanto que a avaliacdo mutagénica é proposta
via a contagem de micronucleos, o qual € um indicador mais efetivo e mais simples de danos
citologicos (MA et al., 1995). Assim, visto que tanto os fragmentos quanto cromossomos
inteiros podem ser reincorporados no nucleo principal durante o ciclo celular (FENECH et al.,
2002).



42

Figura 6: Método esquematico utilizado para analise das células meristeméticas do Allium
cepa.
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3.6.4 Teste do disco central em S. cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae € um dos organismos eucarioticos mais simples e tem
sido amplamente estudado, possui um ciclo de vida que dura cerca de 90 min e requer
procedimentos de crescimento e manutengdo pouco dispendiosa. Foi o primeiro eucariota a ter
seu genoma sequenciado em 1996, que agora esta disponivel em plataformas on-line publicas,
onde seus genes ja estdo atribuidos as vias bioquimicas correspondentes. Devido a grande
quantidade de conhecimento gendmico, 0s recursos e as ferramentas de manipulacdo
associadas a este fungo unicelular, S. cerevisiae € considerado um excelente sistema na
investigacdo dos mecanismos de resisténcia aos farmacos e toxicidade a nivel celular, sendo
bastante utilizada na procura dos mecanismos moleculares de algumas doencas que acometem
0s seres humanos e também na investigacdo de drogas antitumorais (VALERIO et al., 2014).

As células de S. cerevisiae sdo modelos celulares extremamente eficazes no estudo de
varios produtos quimicos, incluindo compostos antioxidantes e a utilizagdo de linhagens
celulares com defeitos nas defesas antioxidantes é extensamente empregada na pesquisa
cientifica. As celulas de levedura sdo intensamente utilizadas por serem capazes de gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS) através dos mesmos mecanismos que as células de

mamiferos, e expressar muitos dos mesmos fatores antioxidantes podendo, portanto,
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proporcionar um sistema adequado para a detecgdo rapida de varios compostos antioxidantes
(OPREA et al., 2014).

As linhagens sdo cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%, 2% de Bacto-
peptona, 2% de glucose)a 28°C em um agitador orbital até atingirem a fase de crescimento
estacionaria. As células em suspensdo sdo semeadas a partir do centro para a margem de uma
placa de Petri em um ciclo continuo, para ambos os lados da placa contendo no centro um disco
de papel filtro estéril, no qual é adicionado a substancia teste (Figura 7). Apos 48hs de
incubacdo em estufa a 30°C é mensurado o halo de inibicdo do crescimento, sendo estes
resultados tabelados e submetidos a tratamento estatistico. Esse ensaio € realizado como

descrito por De Oliveira e seus colaboradores (2014).

Figura 7: Posicionamento das linhagens utilizadas no ensaio com S. cerevisiae.
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3.6.5 Ensaio cometa versao alcalina

O teste cometa, conhecido como eletroforese em gel de célula Unica, (SCGE — Single
Cell Gel Eletrophoresis Assay) (HEUSER et al., 2008; TAKASAWA et al., 2015; ZAPATA
et al., 2016) vem sendo reconhecido, internacionalmente, assim como o de micronucleos in
vivo, para avaliacdo do potencial genotdxico de quimicos carcindgenos pela inducdo dos
danos ao DNA e eficécia de reparo (KANG et al., 2013). Na sua versdo alcalina (pH alcalino)
apresenta mais sensibilidade para identificacdo de agentes genotoxicos (NESSLANY et al.,
2007; DHAWAN et al., 2009; VALVERDE; ROJAS, 2009; CORREDOR et al., 2016), por
detectar diversos danos tais como: quebras de fita Gnica e dupla, sitios alcali-labeis e
crosslinks (VILLELA et al., 2003; HEUSER et al., 2007; VALVERDE; ROJAS, 2009;
SOLONESKI; NIKOLOFF; LARRAMENDY, 2016; ZHOU et al., 2016) e danos oxidativos
(LU et al., 2017). Os danos genéticos, sdo classificados e contabilizados pelas classes de 0 a 4,

que medem a capacidade genotoxica da substancia teste (Figura 8).
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Figura 8: Classificacdo de danos do DNA. Imagem visualizada em microscépio optico por

coloracdo com prata.

Classe 0 Classe 1 Classe 2

Classe 3 Classe 4

Fonte: VALENTE et al., 2017.

Entretanto, ndo tem efeitos na deteccdo de mecanismos aneugénicos e/ou
clastogénicos, que sdo eventos associados a carcinogenicidade e mecanismos epigenéticos
(COLLINS, 2004), com sensibilidade na identificacdo de lesGes pré-mutagénicas, de reparo,
utilizando qualquer tipo de células nucleadas e ndo exigindo que as mesmas se encontrem em
divisdo (LEAL et al., 2009). O teste cometa pode ser aplicado em estudos de monitoramento
clinico, entendimento da patogénese do céancer e de doencas degenerativas, predicdo de
tumores, radiagOes e quimioterapias e estudos de infertilidades, assim como avaliacdo de
riscos ocupacionais e ambientais (STANG, 2010; TICE, 2015; GUNASEKARANA;
GLADWIN; CHAND, 2015), além de monitoramento de exposicdo a antineoplasicos
(GOMES JUNIOR et al., 2015). Diversas células podem ser usadas em estudos de
biomonitoramento clinico, tais como: células mononucleares do sangue periférico, células do
epitélio bucal, nasal, epitelial, espermas, bem como, bidpsias de tecidos (LIAO; MCNUTT,;
ZHU, 2009).

3.6.6 Teste de micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN)

Para avaliacdo de genotoxicidade de quimicos in vitro, o Teste de Micronlcleos com
Bloqueio de Citocinese é recomendado (CBMN) (NERSESYAN et al., 2014; EL-ZEIN;



45

VRAL; ETZEL, 2011). No que se refere a metodologia do CBMN, a mesma é desenvolvida
com o uso da citocalasina B para identificar células que se dividem em cultura. A citocalasina
B é um inibidor de polimerizacdo de actina, a qual é requerida para a formagdo do anel que
divide o citoplasma durante a citocinese. Desse modo, as células podem ser identificadas por
suas aparéncias binucleadas (NERSESY AN, 2007).

Os danos induzidos por agentes quimicos e/ou fisicos podem, dependendo do agente,
causar a formacédo de micronucleos, brotos nucleares e/ou pontes nucleoplasmaticas, além de
poder induzir ou inibir necroses e ou apoptose (Figura 9). A inducdo de necrose pode resultar
na liberacdo de enzimas degradativas, que podem causar a digestdo parcial de DNA. Nesta
perspectiva, 0 ensaio de micronucleo é, amplamente, usado como um ensaio in vivo bastante
viavel para avaliar a ocorréncia de alteragdes cromossdémicas, que € um dos principais pontos
finais da mutagenicidade. O teste é utilizado ndo so para identificacdo de mutacdes, mas para
a avaliacdo de riscos a qual o organismo esteja susceptivel (HAYASHI, 2016).

Como visto, é de grande importdncia a verificacdo da toxicidade genética e
cromossémica causada por novas biomoléculas, de forma a assegurar a saude humana e
animal. Assim, alguns biomarcadores de genotoxicidade e mutagenicidade sao utilizados para
a avaliacdo de efeitos agudos e cronicos de diversos agentes quimicos, podendo predizer um
perfil de seguranca e eficacia de novas moléculas (MALUF; ERDITIMANN, 2003)

Figura 9: Varios parametros que podem ser analisados atraves do ensaio de CBMN.
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3.6.7 Ensaios de avaliagéo da viabilidade celular e determinagdo de apoptose/necrose em
linhagens celulares.

Para que uma célula seja considerada viavel é necessaria ter caracteristicas que inclua
a presenca e o funcionamento de uma gama de propriedades estruturais, metabolicas,
fisioldgicas e genéticas. Dentre esses, um outro ponto que mostra a viabilidade de uma célula
é a auséncia de apoptose. A apoptose é um processo bem regulado de morte celular e tem um
papel importante no desenvolvimento e manutencdo de homeostase celular. Este processo €
caracterizado por alteracdes morfoldgicas, incluindo encolhimento celular, condensacdo da
cromatina e fragmentacdo nuclear. No entanto, essas defini¢Bes tradicionais exige que uma
unica célula “viavel” cresca e, subsequentemente, gere outras células que podem ser
quantificadas por métodos adequados (DONG et al., 2009; MULLER; NEBE-VON-CARON,
2010).

O método DNA laddering ou teste de fragmentacdo de DNA em gel é utilizado para
verificar a fragmentacdo internucleosomal do DNA das células tumorais, para confirmar a
apoptose induzida pelos compostos. A fragmentacdo do DNA tem sido o principal critério
bioquimico usado para distinguir os motivos da morte celular. Sdo formados
oligonucleossomos de aproximadamente 180 pares de bases, bem como fragmentos de DNA
de alto peso molecular (aproximadamente 300 Kb) que constitui um padrdo em forma de
arraste no gel de eletroforese. O DNA caracteristico de uma fragmentacdo induzida por
apoptose apresenta ambas as quebras de fita simples e dupla (SINGH, 2000; BORGES, 2008;
NERSESYAN et al., 2008).

Essa técnica consiste basicamente em extrair DNA da célula apopt6tica em meio de
cultura. O material genético é precipitado com polietilenoglicol (PEG) ou agarose ou
poliacrilamida. O DNA fragmentado permanece no sobrenadante e pode ser facilmente
submetido a eletroforese em gel ou quantificacdo usando corantes fluorescentes. (ARCHANA
etal., 2013).

Outra emergente técnica para avaliacdo da morte celular é a citometria de fluxo, que
utiliza combinacdo de dispersdo de luz e fluorescéncia emitida para detectar células tendo
varios estados estruturais, fisiolégicos e genéticos (CRONIN; WILKINSON, 2010).
Diferentes tecnicas de citometria de fluxo tém sido desenvolvidas para caracterizagao e
quantificacdo de varios eventos celulares durante a apoptose, sendo o protocolo de apoptose
Anexina-V / 7-AAD um dos mais utilizados (DONG et al., 2009; NIGJEN, et al., 2018). A

anexina-V liga-se com elevada afinidade a fosfatidilserina, presente na membrana celular,
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para formar um conjugado. Uma vez a Anexina-V marcada com fluorocromos, é possivel
detectar a apoptose por analises de citometria de fluxo (TAIT et al., 1989; ANDREE et al.,
1990). Utilizando anexina-V conjugada em combinacdo com um corante de DNA
impermeavel a membrana tal como iodeto de propideo ou 7-aminoactinomicina D (7-AAD),
pode-se discriminar entre células viaveis, apoptéticas e necroticas (VERMES et al., 1995;
MARTIN et al., 1995; RINOM et al., 1997; VAN ENGELAND et al., 1998; SCHMID et al.,
2007; HASPER et al. 2000).

Esta técnica tém sido usada para estudar eventos apoptoticos e seu curso temporal em
diferentes tipos de células em resposta a varios fatores desencadeantes (HOMBURG et al.,
1995; GORCZYCA et al., 1993). Os parametros estudados incluem mudancas na distribuigdo
dos fosfolipidios através da membrana celular (HOMBURG et al., 1995; TROIANO et al.,
2007), alteragdes morfologicas e condensacdo da cromatina (ORMEROD et al.,
1995), aumento da permeabilidade da membrana (SCHMID et al., 2007), dissipacdo do
potencial transmembrana mitocondrial (TROIANO et al., 2007; BELLOC et al., 2000),
ativacdo das caspases (BELLOC et al., 2000; DONG et al., 2008) e Fragmentacdo de DNA
(GORCZYCA etal., 1993; DONG et al., 2008).

Dentre as técnicas de quantificacdo de células apoptéticas e necréticas, 0 método de
coloragdo dupla por laranja de acridina e iodeto de propideo é uma técnica econdmica e,
também muito utilizada, sendo conveniente para detectar apoptose em células tumorais e para
testar a quimiossensibilidade do tumor em comparacao com a citometria de fluxo. De acordo
com as alteracfes das membranas celulares associadas a apoptose durante o processo de morte
celular, é feita uma clara distincdo entre células normais, células apoptoticas precoces e
tardias e células necroticas (LIU et al., 2015; KAPLUM et al., 2018).

Essa técnica dispbe de microscopia por fluorescéncia que pode visualizar células
viaveis contendo um nucleo verde com estrutura intacta, células em apoptose inicial que
aparecem como um nucleo verde claro com condensacdo de cromatina, células em apoptose
tardia que aparecem como densas &reas em laranja com condensagdo de cromatina, € necrose
secundaria aparece como um nucleo laranja-avermelhado (NG et al., 2013; HAJREZAIE et
al., 2015).
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3.6.8 Linhagem de células cancerigenas de Sarcoma 180

O sarcoma de camundongos (Sarcoma 180) foi um dos primeiros tumores
experimentais a serem transplantados em animais. Inicialmente, este tumor, descoberto em
1914 como uma massa sOlida na axila direita de um camundongo albino, foi denominado
como Tumor de Crocker. Esse tumor foi, primariamente, classificado como carcinoma
mamario, mas apds Varias transplantagdes subcutaneas, observou-se que suas caracteristicas
morfoldgicas e seu comportamento eram caracteristicos de um sarcoma e passou, entao, a ser
chamado de Sarcoma 180 (QI; XU, 2006).

Os sarcomas se apresentam diferentes, ndo obstante, existem algumas condicGes que
favorecem o uso de experimentos com tumores transplantaveis na forma ascitica, tais como a
facilidade na padronizacdo do numero de células a serem inoculadas; quantificacdo do
crescimento e regressdo da massa tumoral, quando for o objetivo do estudo; possibilidade de
realizar um estudo comparativo, utilizando dos mesmos métodos de pesquisa, na corrente
sanguinea e nos fluidos corporais (NERY, 2004). O tumor desenvolve-se na forma solida
desde que seja inoculado por via subcutanea ou intramuscular em camundongos e cresce na
forma ascitica quando inoculado por via intraperitoneal (R1ZZO, 2000; MATSUZAKI et al.,
2003; BERGAMI-SANTOS; MARIANO; BARBUTO, 2004).

A identificacdo da progressao tumoral estd possibilitando o desenvolvimento de novas
possibilidades terapéuticas tendo como alvo células presentes no microambiente tumoral,
enfatizando a importancia da elaboragdo de novas estratégias com o restabelecimento do
controle do ciclo celular por meio de agentes, que atuem nos pontos de checagem,
disponibilizando de estratégias viaveis na terapia anticancer. Neste sentido, o modelo
Sarcoma 180 pode ser utilizado para avaliar a acdo de componentes fisicos, bioldgicos e
quimicos sobre o crescimento, patogénese, imunologia, cinética e terapia de células tumorais
(ATKINS, 2006; FISCHER et al., 2007).

Os modelos com sarcoma sdo fundamentais para o entendimento da biologia
molecular do cancer. Eles sdo distinguidos por aberragcdes moleculares tais como mutagdes,
delecdo intergenes, amplificacbes de genes e translocacfes (QUESADA; AMATON, 2012).
O Sarcoma 180 (S180) é bastante utilizado em estudos experimentais (FACCHINI et al.,
2014; JANA et al., 2015; YANG et al., 2018) com taxa de disseminacdo e indice de
proliferacdo determinados, permitindo o estudo comparativo no uso de substancias
potencialmente toxicas. O transplante de suas células é realizado, em animais, via inoculacdo

subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal, com crescimento em até 100% dos casos, no
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qual pode ocorrer regressao natural em 8 a 10% (WAL et al., 2003). Quanto estar consolidado
apresenta um rapido crescimento chegando uma média de 18x14x10 mm por volta de sete
dias do transplante. Depois de quatro semanas de evolugédo, a metastase comeca a surgir nos
pulmdes (SILVA, 2014).

O uso do Sarcoma 180 tem sido um excelente modelo de estudo, uma vez que
apresenta eficiente e rapida fase de promoc¢do quando comparados com outros modelos
experimentais tumorigénicos (OLIVEIRA- JUNIOR et al., 2005). Existem diversos estudos
demonstrando a utilizacdo das células S180 para a pesquisa de novos antitumorais, bem como
para avaliar o efeito do tumor e de metéstases no tecido em um modelo murinho (JUNG et al.,
2002; SUNG et al., 2007; RUOKUN et al., 2017). As células de S180 sdo uma linhagem
maligna, heterogénea de celulas de tumor, desenvolvido naturalmente em camundongo, de
origem mesodérmica e seu crescimento é observado em uma ampla gama de metéstases (LEE
etal., 2003; BRITTO etal., 2012).
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RESUMO

O alfa-terpineol é um alcool monoterpeno constituinte de 6leos essenciais presentes em
plantas medicinais, mas apresenta risocs citotoxicos e hepatotoxicos. Assim, o estudo avaliou
0 potencial toxico/citotoxico, genotdxico/mutagénico, hemolitico e oxidativo /antioxidante em
bioensaios ndo clinicos. Diferentes concentracdes de alfa-terpineol foram aplicadas aos testes
MTT (5, 50 e 500 pg/mL), Artemia salina (50, 100, 200 e 400 pg/mL, Allium cepa (10, 50 e
100 pg/mL), cometa (100, 200 e 500 pug/mL), micronucleos com bloqueio de citocinese (100,
250 e 500 pg/mL), viabilidade celular por fluorescéncia (100 e 500 pg/mL), hemolise e o
teste com Saccharomyces cerevisiae (10, 35 e 75 ug/mL). Em MTT o alfa-terpineol mostrou
atividades citotoxica e antitumoral em células murinas B16-F10, mas ndo citotoxico em
macrdéfagos normais. Em A. salina apresentou toxicidade com concentracdo letal de 68,29 e
76,36 pg/ml para os tempos de 24 e 48h, respectivamente. Em concentracdo (10, 50 e 100
png/mL) bem abaixo das testadas em A.salina também foi citotdxico em meristemas de raizes
de A. cepa, por inibicdo de divisdo celular, como também mutagénico pela formagéo de ponte
e anafase com atrasos. Em linfocitos humanos foi genotoxico pelo aumento do indice e
frequéncia de danos em 250 e 500 pug/mL, mas com efeitos mutagénicos em 500 pg/mL, pela
formacdo de micronicleos, pontes e brotos nucleares. Na viabilidade por fluorescéncia as
concentracOes de 100 e 500 pg/mL ndo causou morte celular em fibroblastos normais e nem
hemdlise in vitro. Os mecanismos citogenéticos podem estar envolvidos nas atividades
toxicas/citotdxicas, genotoxicas e mutagéncas, mas, possivelmente, ndo induz efeitos
oxidativos, como ndo observados em S. cerevisiae. Os dados apontam que o alpha-terpineol
tem potencial antitumoral por mecanismos citogenéticos e moleculares associados com a
inducdo de apoptoses, com mais seletividade para células tumorais.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Monoterpenos. Toxicologia. Genotoxicidade. Morte
celular
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ABSTRACT

Alpha-terpineol is a monoterpene alcohol constituent of essential oils present in medicinal
plants, but presents cytotoxic and hepatotoxic risocs. Thus, the study evaluated the toxic /
cytotoxic, genotoxic / mutagenic, hemolytic and oxidative / antioxidant potential in non-
clinical bioassays. The concentrations of alpha-terpineol (50, 100, 200 and 400 pg / mL,
Allium cepa (10, 50 and 100 pg / mL), ketone (5, 50 and 500 pg / mL) (100, 200 and 500 pg /
mL), DNA fragmentation by agarose gel, micronuclei with blockade of cytokinesis (100, 250
and 500 pg / mL), fluorescence cell viability (100 and 500 ug / mL), hemolysis and (10, 35
and 75 pg / mL) in MTT, alpha-terpineol showed cytotoxic and antitumor activities in murine
B16-F10 cells, but not cytotoxic in normal macrophages. (10, 50 and 100 pg / mL) well below
those tested in A. saline was also cytotoxic in root meristems of A, as well as mutagenic by
the formation of bridging and anaphase with delays.In human lymphocytes was gene oxygens
by increasing the rate and frequency of damage at 250 and 500 pg / mL, but with mutagenic
effects at 500 pg / mL, by the formation of micronuclei, bridges and nuclear shoots. Still in
human lymphocytes, by the DNA fragmentation test (genotoxic damages), the alpha-terpineol
caused a strong drag in 250 and 500 pg / mL. But at 100 and 500 ug / mL did not cause cell
death in normal fibroblasts nor hemolysis in vitro. Cytogenetic mechanisms may be involved
in toxic / cytotoxic, genotoxic and mutagenic activities, but possibly does not induce oxidative
effects, as not observed in S. cerevisiae. The data indicate that alpha-terpineol has antitumor
potential by cytogenetic and molecular mechanisms associated with the induction of
apoptosis, with more selectivity to tumor cells.

Keywords: Essential oils. Monoterpenes. Toxicology. Genotoxicity. Cell death

1 INTRODUCAO

Estudos de plantas medicinais e seus extratos vém crescendo na assisténcia a saude em
funcdo de sua facil aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo (KAUR et al., 2005). Grande
parte da populacdo mundial utiliza a medicina popular para seus cuidados primarios em
relacdo a salde, e se presume que a maior parte dessa terapia tradicional envolve o uso de
extratos de plantas ou seus principios ativos (VARANDA, 2012). Dentre a composicdo
quimica dessas plantas, destacam-se os terpenoides, que juntos com os fenilpropanoides
compdem os extratos volateis de plantas, comumente designados de O6leos essenciais
(GONCALVES et al., 2012).0s 6leos essenciais apresentam geralmente odor agradavel, e séo
por causa dessa propriedade, amplamente utilizados em varios tipos de produtos industriais,
como aromatizantes de ambiente, alimentos, medicamentos e cosméticos, possuindo uma
enorme importancia econémica (OLIVEIRA et al., 2016). Além dessas propriedades, varios
compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais, apresentam importantes atividades

farmacoldgicas, tais como anti-hiperalgésica (OLIVEIRA et al., 2016), antimicrobianas
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(MUKHERJI; PRABHUNE, 2015), antifingicas (JING et al., 2015), antiparasitarias
(CAMARGOS et al., 2015), e anticancerigeno (HASSAN et al., 2010; SU et al., 2012).

O alfa-terpineol é um alcool monoterpeno oxigenado ciclico, o qual possui uma
hidroxila ligada a um carbono terciario. O mesmo é conhecido por alguns outros sinénimos:
3-Ciclohexeno-1-metanol; 4-Trimetil; 1-p-Menten-8-ol; p-Ment-1-en-8-ol; 1-Metil-4-
isopropil-1-ciclo-hexen-8-ol. O mesmo é um constituinte encontrado no 6leo essencial de
varias plantas como Pinus sp., Melaleuca alternifolia, Melaleuca leucadendron, Citrus
aurantium, dentre outros. Por ser amplamente utilizado em alimentos, cosméticos e produtos
de higiene e limpeza (BICAS et al., 2011), torna-se importante conhecer os seus efeitos
farmacoldgicos e principalmente seu potencial toxicoldgico, fato inclusive ja sugerido por
(CALCABRINI et al., 2004), o qual encontrou citotoxicidade do composto sobre células
epiteliais e fibroblasticas. Em adicdo, os principais componentes de 0leos essenciais como
monoterpenos, sesquiterpenos e seus metabdlitos secundarios podem  provocar
hepatotoxicidade (MORAES et al., 2016), o que nos motivou a desenvolver um estudo

toxicoldgico, j& que o mesmo € escasso na literatura cientifica.

Os estudos de genotoxicidade com compostos quimicos oriundos de plantas medicinais
tém crescido juntamente com o aumento do uso terapéutico e com o interesse de comprovagao
da eficécia dessas plantas nas mais diversas finalidades farmacolégicas. Ademais, muitas das
plantas utilizadas, apesar de possuirem propriedades farmacoldgicas, também podem causar
efeitos toxicos a diferentes Orgdos bem como alteracdes estruturais no DNA humano
COULIDIATI et al., 2015). Portanto, conhecendo-se a necessidade constante de avaliacéo
toxicologica de extratos de plantas medicinais e seus compostos quimicos juntamente com a
caréncia de estudos toxicogenéticos do alfa-terpineol, o presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos tdxicos/citotoxicos, genotdxicos/mutagénicos e antitumorais, em estudos

ndo clinicos com aplicacdo de marcadores citogenéticos em células tumorais e ndo tumorais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Produtos quimicos

A Doxorrubicina e Cisplatina foram obtidas da Eurofarma Laboratdrios S.A. (S&o
Paulo, Brasil). O Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT),
dimetilsulféxido (DMSO), Azul de tripan, RPMI 1640 e o monoterpeno alfa-terpineol foram
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adquiridos na Sigma-Aldrich/Brasil. O soro bovino fetal (SBF) e penicilina/estreptomicina
foram adquiridos a Gibco-BRL (EUA). O alfa-terpineol foi diluido a 1% de DMSO em

diferentes concnetracdes.

2.2 Animais

Os camundongos machos Swiss que foram utilizados neste estudo possuiam cerca de 4
semanas de idade (25 g), mantidos no biotério do Centro de Pesquisa de Plantas Medicinais
(NPPM/UFPI) em temperatura controlada (24 = 1 °C) com ciclo claro/escuro de 12 h e livre
acesso & agua e comida. Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEEA-P1:022/2015).

2.3 Cultura de células

As células do melanoma murino (B16-F10), linfécitos humanos (GM16028) e
fibroblastos humanos (MRC-5) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ, Brasil). Todas as linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de FBS, 100 Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina e
colocados em ar umidificado a 37 ° C com atmosfera de 5% de CO, (COULIDIATI et al.,
2015).

2.4 Ensaio de viabilidade celular MTT

Para avaliar os efeitos citotdxicos do alfa-terpineol, o ensaio MTT foi realizado
conforme descrito anteriormente por (MOSMANN, 1983) com pequenos ajustes.
Resumidamente, 5x10* células foram semeadas em placas de 96 pogos e incubadas com o
alfa-terpineol em concentragdes variando de 5 a 500 pg/mL, durante 24 h a 37 °C e 5% de
atmosfera de CO2. A doxorrubicina (DOXO, 50 pg/mL) foi utilizada como referéncia de
farmaco de conhecida citotoxicidade. Posteriormente, adicionou-se MTT (5 mg/mL) e
incubou-se durante 4 h nas mesmas condi¢6es descritas acima. Os cristais de formazan foram
dissolvidos em DMSO durante 30 minutos adicionais e a densidade dptica registrada em um
espectrofotdbmetro de microplacas (BioTek, Winooski-VT, EUA) a 550 nm (GONCALVES et
al., 2016).
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2.5 Determinacdo da citoxicidade em macrofagos

Os macrofagos murinos foram coletados das cavidades peritoneais de camundongos
BALB/c e plagueados em placas de cultura de 96 pogos, em concentragdes de 2 x 10°
celulas/mL (DE MORAES ALVES et al., 2017) As células foram cultivadas em RPMI 1640
suplementado com 10% de SBF inativado, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina. As placas de cultura foram incubadas a 37 °C e 5% de CO> durante 3 h para
adesdo celular. Apos o periodo de adesdo, os macrofagos foram incubados com alfa-terpineol,
em concentracdes variando de 5 a 500 pg/mL, durante 24 h. Apods este periodo, a

citotoxicidade foi determinada pelo ensaio MTT como descrito nos métodos.

2.6 Bioensaio de letalidade em Artemia salina

Para a preparacdo da A. salina, os cistos do microcrustaceo foram adquiridos no
mercado central de Teresina-Pl, Brasil. Esta foi uma rapida modificacdo do método descrito
por Meyer et al., (1982). Foram incubados cistos do microcrustaceo (Artemia salina) em
becker contendo uma mistura 50:50 de solucdo salina (dgua do mar artificial: 23,0 g de
NaCl, 11,0 g de MgCl,.6H:0, 4 g de Na>S0s4, 1,3 g de CaCl,.2H.0, 0,7 gde KClem 1 L de
agua destilada e ajustado para pH 8,5 utilizando Na,COs, 1N) e &gua mineral sob
arejamento constante durante 48 h a 27 £ 3° C. Apo0s incubacdo, os nauplios ativos livres de
conchas do microcrustaceo foram recolhidos a partir da por¢do mais iluminada da camara
de incubacdo e utilizados para o ensaio. Dez nauplios foram retirados por meio de uma
pipeta de Pasteur e inseridos em cada tubo de ensaio contendo 4,5 mL da solucdo salina. O
experimento foi realizado por diluicGes seriadas, onde a concentracdo inicial de alfa-
terpineol foi de 400 pg/ml. Em cada experimento, adicionou-se 0,5 mL da amostra teste a
4,5 mL de solugdo de salina, mantendo a mesma temperatura de eclosdo. Sob a luz, os
nduplios sobreviventes foram contados. Foram utilizados trés tubos para cada tratamento. A
mortalidade de A. salina foi avaliada ap6s 24h e 48h de exposicdo a substancia testada. A
definicdo da toxicidade do extrato foi baseado nas escalas de toxicidade de McLaughlin et
al. (1993), de acordo com a escala, os valores de concentracdo letal (CL)so > 1000 pg/ml
considerou-se nao toxico; entre 500 a 1000 pg/ml considerou-se baixa toxicidade;
moderada toxicidade para CLso entre 100 a 500 pg/ml e, finalmente, muito toxico ou

elevada toxicidade quando a CLso foi inferior 200 pg/ml.
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2.7 Teste de Allium cepa

Para caracterizar a acdo citotdxica e mutagénica do alfa-terpineol, o teste A. cepa foi
conduzido, de acordo com (GUERRA; SOUZA, 2002). Inicialmente, os bulbos de uma tnica
variedade (Baia Periforme) e de um mesmo lote foram germinados em agua destilada, durante
48 horas, a temperatura ambiente, em laboratério. Ap6s a germinacdo, as raizes medindo
aproximadamente 1 cm foram colocadas nas solugdes de tratamento (Controle negativo-CN,
tratamento 1-T1, tratamento 2-T2, tratamento 3-T3 e Controle positivo-CP) e expostas a
diferentes tempos de exposicao (24, 48 e 72 horas). Ap6s cada tempo de exposicao, as raizes
foram medidas com o auxilio de paquimetro digital sendo desprezadas aquelas muito curtas
ou muito longas, e o tamanho das raizes foi utilizado como avalia¢do de toxicidade. Apos a
mensuracao, as raizes foram recolhidas e fixadas em etanol-acido acético (3:1), durante 24h.
Depois de fixadas, as raizes forma lavadas em agua destilada e hidrolisadas em HCI 1M a 60 °
C, durante 10 minutos e coradas com orceina acética a 2 %. O potencial mutagénico foi
avaliado por meio de andlise de alteracBes cromossdmicas (perdas e quebras cromossomicas,
pontes nucleoplasmaticas, c-metéafases e de microndcleos) nas células meristematicas de A.
cepa, observando 1000 células por bulbo. O potencial citotoxico foi determinado pelo indice
mitético (IM). O IM de cada bulbo foi definido como o ndmero de células em divisdo por
1000 células analisadas. As andlises foram realizadas em microscopio Optico 400X.
Repeticdes de cinco bulbos foram analisadas para cada tratamento experimental. O controle
negativo e positivo (CP) usados para o teste de Allium cepa foram agua destilada e sulfato de

cobre 0,6 pg/mL, respectivamente.

2.8 Ensaio cometa

A versdo alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por (SPEIT;
ROTHFUSS, 2012). Aliquotas de 10 pL de suspensao celular de linfocitos (GM16028) (0,5 x
108 células/mL) foram misturadas com uma fina camada de agarose de baixo ponto de fusio
0,75% (90 pL) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal 1,5%. Em
seguida, as ldaminas foram mergulhadas em solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10
mM Tris, pH 10, com adicao de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até
72 horas a 4°C. Ap0s esse periodo, as ldaminas foram incubadas em tampé&o alcalino (NaOH
300 mM e EDTA 1 mM, pH>13) por 20 minutos; e, logo em seguida, expostas a uma corrente

elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as
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laminas foram neutralizadas com tampao Tris (0,4 M e pH=7,5) e coradas com solucdo de
prata. As laminas foram analisadas quanto ao perfil fotomicrografico das células (aumento de
400X em microscopio oOptico) e os resultados foram expressos em indice de danos (ID),
frequéncia de danos (FD) e % de apoptoses de 100 células em triplicata por tratamento. O ID
foi calculado por meio da formula: ID = X (nimero de células em determinada classe de dano
X classe de dano), que variou de 0 a 400 e FD pela seguinte formula: FD = 100 — n° de células

classe 0.

2.9 Teste de microndcleos com bloqueio de citocinese (CBMN)

O CBMN foi realizado de acordo com (FENECH, 2007), com adaptacdes. Em frascos
de cultura contendo 2 mL de meio RPMI 1640 (fitohemaglutinina A GIBCO® [Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA], 1 mM/L L-glutamina GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA],
suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal Sigma-Aldrich [St. Louis, MO, EUA] e 1%
(p/v) de penicilina/estreptomicina Sigma-Aldrich [St. Louis, MO, EUA]) foram adicionados
20 pL de suspensdo celular de linfocitos (GM16028) (0,5 x 108 células/mL). Em cada frasco
de cultura foram acrescidas as solucdes teste e controles. As células foram incubadas por 44 h
a 37° £ 1°C. Ap0s este periodo, foram adicionados as culturas 6 pg/mL de Citocalasina B
(Sigma, St. Louis, MO), retornando os frascos a incubacao por mais 28h. Ao final de 72 h, as
culturas foram transferidas para tubos falcon e centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi retirado e o pellet celular foi levemente agitado, para nova
centrifugacdo apds a adicdo de 5 mL de fixador (metanol:acido acético, 5:1) e 3 gotas de
formaldeido aos tubos. O procedimento foi repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem 0
formaldeido. Por fim, o sobrenadante foi descartado e 2 a 4 gotas da suspenséo celular foram
gotejadas sobre laminas, as quais foram coradas com solucdo de Giemsa 5% por 7 minutos.
As laminas, previamente codificadas, foram analisadas em teste cego, com auxilio de
microscépio 6ptico (1000X), considerando os danos citogenéticos (microndcleos, brotos

nucleares e pontes nucleoplasmaticas) presentes em 1000 células por Iamina em triplicata.

2.9.1 IDN e IDNC dos grupos testados no teste de CBMN

O indice de divisdo nuclear (IDN) e o indice de divisdo nuclear considerando a

citotoxicidade (IDNC) auxiliam a compreensao da interferéncia da substancia teste a mitose
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celular de Sarcoma 180. Os seus célculos para avaliacdo de citotoxicidade foram realizados

pelas férmulas:

IDN=M1 + 2X (M2) + 3X (M3) + 4X (M4)

NUmero total de células

(Apoptose + Necrose + M1 + 2x(M2) + 3x(M3) + 4x(M4))

Nimero total de células

IDNC =

Nota: “Apoptose” representa o numero de células apoptdticas, “Necrose” o nimero de células
necroticas, “M1” o niamero de células viaveis com 1 nucleo, “M2” o nimero de células
viaveis com 2 nucleos, “M3” o numero de células viaveis com 3 nucleos, “M4” o nimero de
células viaveis com 4 nucleos, e “Numero total de células” representa o numero total de

celulas analisadas em 1.000 células por lamina.

2.10 Quantificacdo da apoptose usando Microscopia Confocal de Fluorescéncia (MCF)

com dupla coloracéo por iodeto de propidio e laranja de acridina.

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada utilizando dupla coloragdo de iodeto de
propidio (IP) e de laranja acridina (LA) e observada sob um microscopio de fluorescéncia.
Resumidamente, as células de fibroblastos humanos (MRC-5) foram plaqueadas a uma
densidade de 1 x 106 células/mL em microplacas com 35 mm de diametro e tratadas com a
concentracdo de IC50 da substancia teste. As células foram incubadas em atmosfera de 5% de
CO2 a 37°C durante 24 h e depois foram lavadas duas vezes utilizando PBS para remover o
meio remanescente. Um volume igual de corante fluorescente (LA/IP) contendo LA (10
pug/mL) e IP (10 pg/mL) foram adicionados e as células recém-coradas foram observadas em
um microscopio de fluorescéncia UV em 30 min antes da cor fluorescente comecar a
desaparecer. As porcentagens de células viaveis, apoptoticas precoces e apoptdticas tardias e
necroticas foram determinadas em 200 células por ldmina. Os critérios de identificacdo foram
0s seguintes: (a) as células viaveis tem um nicleo verde ou ndo corado, com uma estrutura
intacta; (b) células apoptoticas precoces exibem um nucleo verde-claro que mostra a
condensacdo da cromatina no nucleo; (c) células apoptéticas tardias mostram areas laranja

densas de condensacdo de cromatina e formacdo de bolhas na membrana; (d) células
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secundarias necroticas / mortas tem ndcleo vermelho. Este ensaio fornece uma avaliacdo

quantitativa util e foi realizado em triplicata.

2.11 Hemolise

Para a avaliacdo da atividade hemolitica utilizou-se eritrécitos de cachorro coletado
com anticoagulante (EDTA) (MENDES et al., 2017). Foram adicionados 50 pL de eritrécitos
diluidos em PBS na placa de 96 pogos. Em seguida, foi adicionado 150 pl do composto
quimico, em diferentes concentracfes (1500 a 162 pg/mL). A placa de 96 pocos foi incubada
por 1 h a 37 °C. Apds as placas foram centrifugadas a 1500 rpm, por 10 min, a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi utilizado para avaliacdo da hemdlise utilizando
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 550 nm. A auséncia (controle negativo) e
100% de hemdlise (controle positivo) foram determinadas, substituindo a solucdo de amostra
testada com igual volume de PBS e agua Milli-Q estéril, respectivamente. Os resultados

foram expressos em porcentagem.

2.12 Teste do disco central em S. cerevisiae

2.12.1 Linhagens de leveduras utilizadas

Seis linhagens de leveduras foram utilizadas para avaliar a atividade
oxidante/antioxidante do a-terpineol. A linhagem selvagem utilizada ndo apresentava
nenhuma mutacdo nas enzimas de defesa contra substancias oxidativas, enquanto que as
outras cinco linhagens selecionadas apresentavam defeitos em pelo menos uma enzima
antioxidativa. A linhagem EG118 é mutada na enzima superdxido dismutase citoplasmatica
(CuznSOD - produto do gene SOD1), a EG110 é mutada na SOD mitocondrial (MnSOD —
produto do gene SOD2); a EG133 possui uma mutacdo em duas enzimas a SOD1 e SOD2; a
EG223 mutada em CAT1 e EG mutada em SOD1 e CAT1 (Tabela 01).
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Tabela 1: Descricao das linhagens de Saccharomyces cerevisiae a serem utilizadas no estudo.

Descricao Gendtipos Origem

MAT o leu2 3,112 his3 A 1,trpl - 289  Edith GrallaE, L
EG103 (SodWT) ura-3 52 Angeles

EG118 (Sod1A)  EG103except sodl::URA3 Edith Gralla E, L
Angeles

EG110 (Sod2A)  EG103, exceto sod2:: TRP1 Edith Gralla E, L
Angeles

EGI33(Sod1ASod £ 03except sod1::URA3 sod2::TRp1  Caith Gralla g, L
2A) Angeles

EG 223 (Cat 1A)  EG103except catl: TRP1 Edith Gralla E, L
Angeles

EG § B Edith Gralla E, L
(Sod1A/Cat1A) EG103except sod1::URA3catl:: TRP1 Angeles

Todos os experimentos foram realizados através do teste do disco central em S.
cerevisiae, onde as culturas de leveduras foram distribuidas sobre a técnica de pré-tratamento
(adicao de alfa-terpineol 2 horas antes do tratamento com peréxido de hidrogénio H20,), co-
tratamento (adi¢do de o-terpineol e H2O2 simultaneamente) e pds-tratamento (adi¢dao de o-
terpineol 2 horas depois do tratamento com perdxido de hidrogénio H202). As linhagens
foram cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%, 2% de Bacto-peptona, 2% de
glucose) a 28°C em um agitador orbital até atingirem a fase de crescimento estacionaria (DE
OLIVEIRA et al., 2014) De acordo com (DE OLIVEIRA et a., 2014) Células em suspenséo
foram semeadas a partir do centro para a margem das placas de Petri em um movimento
continuo, para ambos os lados da placa, contendo em seu centro um disco de papel de filtro
estéril, ao qual foi acrescentado, nas distintas placas, 10 uL das trés diferentes concentraces
de a-terpineol utilizadas (10, 35 e 75 pg/ml). Para correlacdo estatistica com os resultados dos
grupos testes, dois grupos controle foram utilizados sendo 10 uL de uma solucdo contendo
H20. (10 mMol) utilizado como controle positivo e 10 uL de solucdo salina (0,9%), como
controle negativo. Apdés 48 h de incubacdo em estufa a 34 °C, os halos de inibicdo de
crescimento das linhagens, em milimetros, foram mensurados desde a margem do disco de
papel-filtro até o inicio do crescimento celular. Os valores tabelados e submetidos a analise
estatistica variaram de 0 mm (crescimento completo) a 40 mm (auséncia de crescimento), que
corresponde a medida do raio da placa de Petri. Todos os testes foram realizados em

duplicata.
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2.13 Andlise estatistica

A diferenca estatistica para os testes realizados foram avaliados por ANOVA oneway
seguida do teste de Dunnett para MTT e Tukey para as outras metodologias, considerando
significante os valores de p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Os valores de ICso foram
adquiridos ao tragar dados normalizados para a equacdo de Hill: f = Min + (Max-Min) /
(1+(1C50/[droga] n), onde, Max e Min representam 0s valores maximo e minimo,
respectivamente; ICso a concentracdo efetiva do farmaco que mata 50% das celulas avaliadas
e 0 “n” coeficiente Hill do farmaco. Para concentragéo letal de Artemia salina, os dados foram
normalizados, transformados em logaritimo e submetido a uma regre¢do ndo linear, a fim de
determinar a concentracdo letal (LCso) que mata 50% dos microcrustacios. O programa

estatistico utilizado foi o Graphpad Prism, EUA, verséo 7.0.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliagéo da citotoxicidade do alfa-terpineol em MTT

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo método MTT para avaliar o
potencial citotéxico de alfa-terpineol contra células tumorais murinas (B16-F10) e
macréfagos murinos normais (Figura 1A-B). A partir dos dados obtidos, o efeito citotoxico
induzido por alfa-terpineol em B16-F10, reduziu a viabilidade celular de 100% (controle) para
56,9 £ 2,6; 49,17 £ 6,9 e 17,3 £ 9,0% (p<0,05), quando incubado em concentragdes de 5, 50 e
500 pg/mL, respectivamente (Figura 1A). Ademais, o alfa-terpineol ndo foi capaz de induzir
qualquer dano em células de macrdéfagos normais quando incubado nas mesmas condigdes ja

mencionadas (Figura 1B).
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Figura 1. Efeitos cito do alfa-terpineol em células tumorais e normais de camundongos. A
viabilidade celular foi quantificada pelo ensaio MTT ap06s 48 h de incubacéo de alfa-terpineol
(5, 50 e 500 pg/mL) em células B16-F10 (A) e células de macréfagos murinos (B). Veiculo
(DMSO 0,1%) e Doxorrubicina (DOXO, 50 ug/ml) foram utilizados como controle negativo e
positivo, respectivamente. Os dados sdo apresentados como média + SEM, obtidos a partir de
trés experiéncias independentes (n = 3) em triplicado. ANOVA: teste de Dunnet, ** p <0,01;
*** p <0,001 (em relacdo ao controle negativo).
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3.2 Avaliagéo da toxicidade do alfa-terpineol em Artemia salina

O alfa-terpineol nas concentracbes de 50 a 400 pg/ml apresentou as maiores
letalidades, tendo valores estatisticamente significantes em relacdo ao CN e o veiculo (p <
0,05) para os 02 tempos de exposicdo (TE) analisados. As maiores concentracdes (200 e 400
pg/ml) apresentaram toxicidade estatisticamente maior do que o CP para os TE avaliados. As
concentragdes < 50 pg/mL apresentaram menores toxicidade (p < 0,05) do que o CP. Com as

concentragOes utilizadas na diluigdo seriada, os valores de CL50 foram determinados: 76,36



79

pg/mL e 68,29 pg/mL para 24 e 48 h, respectivamente. Utilizando a classificagdo de
toxicidade de McLaughlin et al. (1993), o alfa-terpineol apresentou elevada toxicidade
(abaixo de 100 pg/mL). Nao foi observada mortalidade significante para o veiculo utilizado
quando comparado ao CN (Tabela 02).

Tabela 2: Atividade toxica do a-Terpineol em diferentes concentragdes (ug/mL) por meio
do Bioensaio de Letalidade em Artemia salina.

Concentracoes % de mortalidade de Nauplios
24 h 48 h
CN (solucgéo salina) 0,00 £ 0.,00 0,00 £ 0,00
DMSO 0,1% 3,33+£0,57 3,33+0,57
CP (K2Cr207 4,7 50,00 + 1,00%° 56,66 + 0,572
Hg/mL)
400 pg/ml 100,00 + 0,002 100,00+ 0,00?b°
200 pg/ml 100,00 + 0,00%° 100,004 0,002
100 pg/ml 70,00 + 1,00% 76,00 + 0,57
50 pg/ml 20,00 + 1,002° 23,33+ 0,572
25 pg/ml 3,33+£0,57¢ 16,66 £ 1,52
12,5 pg/ml 0,00 £ 0,00¢ 3,33+£0,57°
6,25 pg/ml 0,00 £ 0,00¢ 6,66 £ 0,57°
CLso (pg/ml) 76,36 68,29
IC 71,78 — 81,23 59,67 — 79,08
r? 0,990 0,948

Valores sdo as médias e desvio padrdo, 2 p<0,05 comparado com o controle negativo (CN),
bn<0,05 comparado com 0 DMSO 0,1%; ¢ p<0,05 comparado com o controle positivo (CP).
Anova one-way, com pos teste de Tukey. Cada concentracdo foi executada com trés tubos
(10 nauplios vivos / tubo); CLso: Concentracdo letal em pg/mL. IC: Intervalo de confianca;
r?: Determinacdo de coeficiente.

3.3 Efeitos toxicogenéticos do alfa-terpineol em A. cepa

A caracterizacdo toxicogenética do alfa-terpineol foi avaliada por parametros
macroscopicos e citogenéticos: Tamanho das raizes (TR); indice mitético (IM), e Alteracdes
cromossémicas (AC). Os resultados em relacdo a toxicidade (TR) e citotoxicidade medido
pelo indice mitético (IM) mostraram efeitos toxicologicos significantes para as trés
concentragOes de alfa-terpineol comparados ao controle negativo (CN) nos tempos de
exposicdo (TE) avaliados. Em alguns tempos de exposicao, estatisticamente igual ao controle

positivo (CP), o que comprova seu carater toxico para células nessas concentracGes (Figura
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2A e 2B). Nas concentracBes de 50 e 100 pg/mL apresentaram efeitos mutagénicos
significantes (p<0.001***) comparados ao CN em todos os tempos avaliados. A menor
concentracdo (10 pg/mL) apresentou efeito mutagénico apenas no TE 48hs. No TE 48hs, o
efeito mutagénico do alfa-terpineol foi estatisticamente igual ao CP (Figura 2C).

Figura 2. Avaliacdo da toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade do alfa-terpineol sobre
as raizes e células meristematicas de Allium cepa. Em (A) avaliacdo da toxicidade, (B)
avaliacdo da citotoxicidade e (C) avaliagdo da mutagenicidade.
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ANOVA One-way e pds-teste de Tukey. Valores significantes (média) de p<0,05*, p<0,05*
e p<0,001*** para ® comparado ao grupo controle negativo (CN), ® ao grupo controle
positivo (CP).



81

3.4 Avaliacdo da genotoxicidade e citotoxicidade do alfa-terpineol

A avaliacdo do indice de dano (ID) e frequéncia de danos (FD) mostraram um
aumento significativo para as concentragdes de 250 ¢ 500 pg/mL bem como o CP quando
comparado ao controle negativo. Quando comparadas com o CP, todas as concentracGes
testadas mostraram-se estatisticamente menores, exceto a concentragdo de 500 pg/mL na
FD. Ademais para ID e FD, 250 e 500 pg/mL apresentaram maior genotoxicidade (p < 0,05)
em relacdo a concentragdo de 100 pg/mL. Os valores percentuais de apoptose foram
semelhantes aos resultados de ID e FD, somente as concentragdes de 250 e 500 pg/mL
demostraram aumentados significantes em relacdo ao controle negativo. Entretanto, todas as
concentragcOes testes ndo contemplam um aumento significante em relacdo ao controle

positivo (Tabela 3).

Tabela 3: Efeitos genotdxicos (indice de dano e frequéncia de dano) e avaliacdo de
apoptose em células de linfécitos humanos através do bioensaio cometa versao alcalina.

Concentracéo indice de Frequénciade  Apoptose
dano (ID) dano (FD) (%)
Controle negativo - 28,2+ 3,8 23,3+35 7022

Controle positivo 2 pg/mL 320,1+ 12,62 92,1+2,9? 81,2 + 3,62
100 pg/mL 32,6 £5,5° 26,6 + 7,6° 12,0 +5,0°
Alfa-terpineol 250 pg/mL 62,0 +8,4%  483+4,8%  36,6+5,6%°
500 ug/mL  108,0 + 10,6°° 81,2 + 35%¢ 48,6 + 3,5%¢

ANOVA one-way com pos teste de Tukey. (a) - Estatisticamente significante (p<0,05) em
relacdo ao CN; (b) - Estatisticamente significante (p<0,05) em relagdo a DOXO (CP); (c) -
Estatisticamente significante (p<0,05) em relagdo a menor concentracdo (100 pg/ml).

3.5 Avaliacédo da mutagenicidade do alfa-terpineol

O alfa-terpineol mostrou efeitos mutagénicos por inducdo de micronucleos em
linfécitos, como também apresentou aumento significante no nimero de pontes e brotos
nucleares apenas para a concentracdo de 500 pg/mL quando comparado com o controle
negativo. Embora a maior concentracdo ndo tenha efeito mutagénico maior que o CP, a
mesma causou maior efeito mutagénico para microndcleos e brotos em relacdo a menor
concentracdo (Tabela 4). Em relacédo a citotoxicidade representado pelos indices de divisdo

celular (IDN) e pelo indice de divisdo nuclear considerando a citotoxicidade (IDNC),
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novamente, apenas a concentragdo de 500 pg/mL apresentou efeito estatisticamente
significante. Além disso, o composto em questdo induziu significantemente o aumento de
apoptoses e necroses para os tratamentos de 250 e 500 pg/mL em comparagdo com 0 CN. O
monoterpeno estudado causou morte celular menor nos linfocitos normais em comparagdo
ao CP (Figura 3).

Figura 3. Apoptose e necrose induzidas pelo alfa-terpineol em linfocitos humanos apos 72h

de exposicao.

100 150 200 250

média de células em morte celular

CN CP 100 250 500 CN CP 100 250 500
nrg/mil ) ng/mi
Apoptose ' N ecrose

Valores representam a media + desvio padrdo. CN: células ndo tratadas. Dox:
doxorrubicina 2 pg/mL. ANOVA, duas vias, seguido de pos-teste de Tukey. * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001 comparado ao grupo CN (?), comparado & Dox (°) e comparado a
menor concentracdo (100 pg/mL) ().

Tabela 4. Mutagenicidade e citotoxicidade causados pelo alfa-terpineol em linfocitos apos
72h de exposicao avaliados por meio do teste de micronucleos com bloqueio de citocinese
(CBMN).

Tratamento Mutagenicidade Citotoxicidade
Micronucleos Pontes Brotos IDN IDNC
Linfécitos humanos
CN 30+1,12 3,0+131 2,50+ 0,89 1,72+0,1 1,77 +0,12
DOX 32,0+£3,94* 410+2,11* 340+291* 1,11+0,122 1,23+0,12

100 pg/mL 49+25° 5,5+0,7° 68+19° 1,7+0,18® 1,72+0,19°

250 pg/mL 5,8 +2,5° 75+27" 75+22°  169+023" 1,70+0,33"

500 pg/mL  125+35% 105+0,7® 16,5+2,1% 148+0,1® 1,50+ 0,113
Valores representam a média + desvio padrdo. CN: células ndo tratadas. Dox: Doxorrubicina 2
pg/mL. IDN: indice de divisdo nuclear. IDNC: indice de divisao nuclear considerando apoptose

e necrose. ANOVA, uma via, seguido de pos-teste de Tukey. # p<0,05 comparado ao grupo CN.
b n<0,05 comparado & Dox. ¢ p<0,05 comparado & menor concentracio (100 pg/mL).
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3.6 Quantificacédo da apoptose usando dupla coloracdo por iodeto de propidio e laranja

de acridina.

O quimioterapico utilizado, em relagdo ao controle negativo, mostrou capacidade
citotoxica esperada, com a diminuicdo estatistica das células viaveis e a capacidade de inducéo
de apoptoses. Para o monoterpeno alfa-terpineol, a concentracdo de 100 pg/mL demostrou
auséncia de apoptose e necrose nas células de fibroblastos, mostrando semelhanga nos
resultados quando comparado com controle negativo. Para a concentra¢ao de 500 pg/mL houve
uma diminuicdo estatistica da porcentagem de células viaveis em comparagdo com o controle
negativo, entretanto, os resultados ndo apontam atividade apoptotica e necrética significante

para esse tipo de células avaliadas (Figura 4).

Figura 4: Avaliacdo da capacidade citotdxica do alfa-terpineol em células MRC-5 (fibroblasto
normal de humano) atraves da marcacao fluorescente em microscopio confocal.
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Valores representam a média + desvio padrdo. ANOVA seguido de Dunnet. * p<0,05; **
p<0,01 comparado ao controle negativo.

3.7 Efeito hemolitico do alfa-terpineol

No presente estudo, o teste de hemdlise in vitro em eritrécitos de cachorro foi
empregado para a avaliacdo da atividade hemolitica do o-terpineol. As concentragdes
estudadas variaram entre 1500 — 162 pg/mL, as quais ndo foi observado efeito hemolitico (%
de hemolise) (Figura 5), demonstrando que o monoterpeno ndo possui atividade hemolitica,

0 qual ndo possa ser considerado um potente causador de danos a membrana.
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Figura 5: Avaliacdo da atividade hemolitica do monoterpeno alfa-Terpineol.
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3.8 Avaliacéo do poder oxidante/antioxidante do alfa-terpineol em S. cerevisiae

O alfa-terpineol em concentragdes mais altas (100, 250 e 500 pg/ml) ndo provocou
danos oxidativos para as linhagens analisadas quando comparados com o controle negativo
(Dados ndo mostrados). Quando analisado em menores concentragdes (10, 35 e 75 pg/ml)
associado ao agente estressor (H20), seu efeito para o teste mostrou um comportamento
antioxidante atuando na diminuigdo, principalmente na menor concentracdo, dos halos de
inibicdo provocados pelo H20.. Entretanto, essa diminuicdo n&do foi evidente nas
concentragcOes de 35 pg/ml para as linhagens CatA e SodlCatA e 75 pg/ml para SodlCatA,

ambas as concentracdes relacionadas ao pds-tratamento (Tabela 5).
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Tabela 5. Avaliacdo oxidante/antioxidante do alfa-Terpineol em diferentes tratamentos com H>O» utilizando linhagens de
Saccharomyces cerevisiae mutadas em enzimas antioxidantes. Dados obtidos pela inibicao de crescimento em placas (0-40 mm).

Linhagens
Tratamentos SODWT SodIA Sod2A Sod1Sod2A CatA Sod1CatA
Salina 0,12 +0,25 0,12 +0,25 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25
H20: 14,35+0,252 14,73+2,28? 7,82+0,452 11,35+1,012 8,10+0,70° 8,37+0,222
10 ug/ml Pré-tratamento 12,98+2,792 10,70+1,79% 6,00+0,752 9,25+1,56° 8,47+4,322 7,27+1,962
35 pg/ml 13,451,652 9,75+1,16% 4,12+0,22% 8,67+1,31% 8,22+12,16° 7,701,042
75 pg/ml 12,23+1,302 9,25+2 47 4,87+1,27% 11,23+2,822 8,25+12,76° 7,42+1,882
Salina 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25
H20: 14,35+1,232 14,73+2,28? 7,82+0,452 11,35+1,012 8,10+0,70? 8,37+0,222
10 ug/ml Co-tratamento 8,32+1,67% 8,00+7,07%° 5,77+4,952 3,47+2,87% 5,40+2,572 4,20+1,15%
35 pg/ml 13,03+1,072 11,28+3,272 7,57+2,752 8,82+1,012 8,30+2,57° 6,70+0,992
75 pg/ml 10,18+0,75% 9,57+2,232 7,12+0,852 7,15+0,66% 9,52+2,572 7,50+0,862
Salina 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25 0,12+0,25
H20: 14,35+1,232 14,73+2,28? 7,82+0,452 11,35+1,012 8,10+0,90? 8,37+0,222
10 ug/ml Pés-tratamento 10,70+1,25% 9,25+1,73% 5,22+0,18% 10,10+1,32% 6,62+3,212 7,60+2,012
35 pg/ml 13,603,082 10,15+1,38% 6,87+3,422 10,95+1,262 10,68+1,502 9,92+1,052
75 pg/ml 14,05+1,112 12,98+1,122 6,17+3,472 8,02+1,02%° 7,92+3,79? 9,70+3,462

Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo das medidas dos halos de inibi¢do de crescimento das linhagens. ANOVA-one-way e pos-
teste de Tukey. Valores de significancia para 2 p<0.001 comparado a salina, ® p<0.001 comparado & H2O>.
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4. DISCUSSAO

O alfa-terpineol tem vasta utilizacdo em industrias de processamento de minerais
como agente de flotacdo, produtos cosméticos, produtos de limpeza e perfumaria
(BAPTISTELLA et al., 2009), mas também apresenta um potencial farmacoldgico
como antinociceptivo, anti-inflamatorio (BAPTISTELLA et al., 2009, De OLIVEIRA et
al., 2012). Entretanto, o presente estudo aponta sua toxicidade em Artemia salina, nas
concentracOes testadas, corroborando com a toxicidade encontrada em estudos
anteriores (MACLANGULIN, 1999), incluindo os relatados em A. salina (SATAYAL
et al., 2013), no qual sua toxicidade (CLso = 11,8 pug/mL) foi evidenciada em dleo
essencial de Pinus roxburghii, e em Litsea cubeba (ABDUL; AHMAD, 1984). Sua
atividade toxica contra os nauplios de A. salina apresentou CLso variando de 25,1 a 30,9
ug/mL. Em outros estudo, sua toxicidade de dose aguda em ratos Sprague-Dawley por
via intraperitoneal, com DLsg de 0,847 g/kg (IC 95% de 0,70 e 1,01 g/kg) foi também
demonstrada (RFIM, 1984).

Os efeitos toxicologicos do alfa-terpineol também foram observados pela
inibicdo do crescimento das raizes, em meristemas de raizes de Allium cepa, com
correlagcdo positiva entre o atraso do crescimento radicular e celular e as aberracdes
cromossémicas (anafase com pontes, anafase com atraso e micronucleo) em dose-
dependente. Também foram observados efeitos citotoxicos pela diminui¢do do indice
mitético. Existem relatos de que a toxicidade (TR) e a citotoxicidade (IM) em teste
dose-dependente estdo relacionadas entre si (MASOOD; MALIK, 2013, ILDIZ et al,
2013). O alfa-terpineol apresentou efeito citostatico contra seis linhagens celulares
cancerosas humanas de cinco origens histologicas e embrionarias diferentes (mama,
pulmao, prostata, ovario e leucemia) (BICAS et al., 2011). Além da atividade citotdxica
do composto, os efeitos mutagénicos também foram observados e quantificados no
estudo em A. cepa, pelo aumento de anafase com pontes e anafase com atraso. As
pontes cromossdmicas resultam de rupturas cromossdmicas e cromatides, indicando o
efeito clastogénico (BIANCHI et al., 2015), enquanto que cromossomo em atraso indica
uma falha completa do aparelho do fuso mitético ou a formacdo do cromossomo
acéntrico, durante a troca ou terminacdo retardada (EL-SHAZLY et al, 2000). Um
estudo com seis monoterpenos (GOMES — CARNEIRO et al., 1998) observou que 0

terpineol, um isdmero do alfa-terpineol, demostrou efeitos mutagénicos no teste de
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Ames, causando um ligeiro aumento do nimero de col6nias de cepa TA102 nas doses

de 750 pg/placa e 1250 pg/placa.

O potencial genotoxico e mutagénico do alfa-terpineol em linfocitos humanos,
observado nos testes cometa e CBMN foi evidente apenas na maior concentracao. Esses
resultados corroboram com os estudos de (FLETCHER et al., 2005), o qual constatou
que a mutagenicidade do monoterpeno 4-terpineol, utilizando o teste de AMES, ocorre
somente em altas concentragdes. Um outro estudo desenvolvido por (PEREIRA et al.,
2014) sobre potencial genotdxico do 6leo essencial volatil derivado da planta Melaleuca
alternifolia em linfécitos humanos, demonstrou que o mesmo em nenhuma das
concentragdes testadas (95 pg/mL, 182 pg/mL e 365 pg/mL) causou um aumento
significativo nas frequéncias observadas de micronicleos, quando comparadas com as
culturas ndo tratadas (controle negativo). Além disso, ndo foram observadas diferencas
significativas em relacdo as frequéncias de aberracbes cromossdmicas entre as

concentragdes testadas e o controle negativo.

O alfa-terpineol induziu apoptoses em linfocitos humanos apenas nas duas
maiores concentracdes, como avaliado por fragmentacdo de DNA de linfécitos humanos
em gel (Ensaio cometa). Entretanto, no teste de quantificacdo da apoptose em células de
fibroblastos, nas concentracdes testadas, ndo causou apoptose e necrose. Esses dados
apontam ndo citotoxicidade em células normais (linfdcitos, fibroblastos humanos,
macrofagos murino). Entretanto, estudos indicaram citotoxicidade in vitro de 6leos
essenciais de folhas e flores de Callistemon citrinus, tendo o alfa-terpineol como um
dos compostos majoritarios (KUMAR et al, 2015, BICAS etl al, 2011), demostrou
efeitos antiproliferativos em células de carcinoma do pulméao humano (A549) e glioma
de rato (C-6) por inducdo de apoptose, com aplicacdo do teste MTT, como observado
em nossos estudos. Porem, o 6leo da flor e folha protegeram células mononucleadas do

sangue periférico humano (PBMCs) sem causar toxicidade.

O alfa-terpineol teve potencial antitumoral para linhagem tumoral murina B16-
F10 em concentrac¢des iguais ou abaixo de 100 pg/mL. Existem relatos indicando que o
seu potencial antitumoral, como inibidor de crescimento e indutor de apoptose em
células tumorais do por mecanismos de inibicdo da atividade de NF-kB e atividade
inibitéria nas quinases JNK1, JAK3, AKT e IKKbeta (HASSAN et al, 2010).

Entretanto, estudos revelaram mecanismos associados a parada do ciclo celular (TSE et
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al, 2008; BOEHM et al., 2008), com efeitos sinergisticos com a apoptose, observado em
linhagens celulares do cancer de colo humano (HCT116 p53 +/+ e p53-/ -) (ITANI et
al., 2008).

Também existem relatos em células HCT116 p53 +/+, que a apoptose pode
ocorrer pela liberagdo do citocromo ¢ do espaco intermembranar das mitocondrias,
devido a ativacdo do Bax e a inibicdo do Bcl-XL, como também devido a ativacdo da
caspase-3 e clivagem da PARP. Ja em células HCT116 p53 -/-, embora a liberacdo do
citocromo c e clivagem PARP tenha sido evidente, onde a clivagem da procaspase-3
ndo ocorreu, e o potencial da membrana mitocondrial sofreu ruptura em menor
extensdo, indicando que a apoptose ocorre por inativacdo da PARP de maneira
independente de caspases e de p53 (ITANI et al., 2008).

A atividade citotdxica e antitumoral de varios monoterpenos parece estar
relacionado a diferentes mecanismos que promovem a inibicdo da isoprenilacdo pos-
traducdo de proteinas reguladoras do crescimento celular e inducdo de apoptose
(VELLOSA et al., 2013; CROWELLI, 1999). Possivelmente esses mecanismos podem
ser alcangados pelo alfa-terpineol através da inibicdo de JAK3, MAPKS8 (JNK1), NFkB
(via AKT e IKKbeta), ativacdo de caspases 3 e clivagem da PARP, como citados
anteriormente no presente estudo. Outros mecanismos podem ser envolvidos em
apoptoses. Estudos apontam que 0s compostos citotoxicos sdo oxidantes e/ou
antioxidantes em observacao a dose e/ou concentracdo (KASHIF et al.,2015; YANEZ et
al., 2004).

No presente estudo o alfa-terpineol ndo evidenciou atividade oxidativa em S.
cerevisiae, pela inibicdo de crescimento de linhagens proficientes e mutadas em defesas
antioxidantes, como relatado por (ROSA et al., 2007). Entretanto, efeitos antioxidantes
in vitro para o alfa-terpineol foram relatados frente ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e
radical hidroxila, em que o composto em questdo foi capaz de prevenir a peroxidacdo
lipidica induzida por dihidrocloridrato de 2, 2’- azobis 2 - metilpropinamida (AAPH),
reduzindo a quantidade de TBARS formado (SILVA et al., 2012), bem como pela
capacidade de absorcdo de radical oxigénio (ORAC) (BICAS et al., 2011). O estresse
oxidativo é considerado como uma condicdo metabdlica em que um desequilibrio
ocorre em sistemas pré-antioxidantes ou sistema de defesa corporal, em que essas

condi¢Bes podem mediar o dano celular através da oxidacdo de bio-macromoléculas,



89

como, lipidios, proteinas e DNA (YANEZ et al., 2004). Entretanto, a citotoxicidade e
mutagenicidade do alfa-terpineol encontrada no presente estudo parece nao ser

explicada por mecanismos de estresse oxidativo.

Por outro aspecto, para o teste de hemolise, como triagem para citotoxicidade
(WAGNER et al, 2003), ndo houve evidéncia de citotoxicidade nas concentragdes
estudadas. A insuficiéncia de hemdlise corrobora com a auséncia de citotoxicidade em
macrofagos normais relatado no teste de viabilidade por MTT, reforcando a hipétese de
citotoxicidade seletiva do alfa-terpineol. Porém, o estudo de (SHARMA; SHARMA,
2001) comparando a citotoxicidade em células de fibroblastos e o potencial hemolitico
de sete monoterpenos, mostrou que o alfa-terpineol em concentra¢Ges mais altas do que

a que estudamos, em 940 pg/mL, pode ter citotoxico e hemolitico.

Os terpenos tém a capacidade de aumentar a fluidez da membrana celular sem
diferencas significativas entre os monoterpenos (MENDANHA et al., 2013). Eles
podem efetivamente agir como espacgadores na membrana para fluidificar os lipidios e
criar rupturas na rede de ligacao de hidrogénio da interface polar (MAGNUSSON et al.,
1997). Além disso, terpenos ciclicos como alfa-terpineol possuem efeito intensificador
de penetracdo na barreira do estrato corneo (DOS ANJOS; ALONSON, 2008). O
principal modo de acdo desses intensificadores pode ser descrito pela teoria da particdo
de proteinas lipidicas (WILLIANS & BARRY, 1991) Assim, parece que 0S mecanismos
de citotoxicidade do alfa-terpineol é alterar a permeabilidade da membrana celular,
aumentando sua fluidez e, uma vez no espaco intracelular pode ativar vias bioquimicas
que interferem no ciclo celular e inducdo de apoptose. Além disso, os dados do estudo
também apontam mecanismos citogenéticos e moleculares para a acdo antitumoral do

alfa-terpineol.

5 CONSIDERACOES FINAIS

O alfa-terpineol apresentou toxicidade nas concentragfes de 400, 200, 100 e 50
pg/mL pelos testes de letalidade de A. salina e nas concentragfes de 100, 50 e 10
pug/mL no bioensaio com células vegetais de Allium cepa. Ainda para este teste, foi
observado o efeito citotoxico pela diminuicao significante do indice mitético e efeito
mutagénico pelos elevados numeros de alteragdes cromossdémicas analisadas nas células
vegetais. Tambeém apresentou citotoxicidade em células tumorais murinas de B16-F10 e

ndo citotoxicidade em células normais humanas (macrofagos, linfocitos e MRC5 —
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fibroblastos) em 100 pg/mL. Em 250 e 500 pug/mL o alfa-terpineol induz efeitos
toxicogenéticos por mecanismos citogenéticos compativeis com a instabilidade genética

e inducdo de apoptose.
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RESUMO

O alfa-terpineol é um monoterpeno com diversas atividades farmacologicas
(antimicrobiana, anti-inflamatéria, antinociceptiva, hipotensora e antipruritica). O
estudo avaliou o potencial antitumoral do alfa-terpineol em modelo animal para
Sarcoma 180. Foram usados 0s bioensaios de viabilidade por azul de tripan, teste de
micronucleo com bloqueio de citocinese, ensaio cometa, fragmentacdo do DNA em gel,
citometria de fluxo e viabilidade celular por fluorescéncia. A células do liquido ascitico
de sarcoma 180 foram obtidas de Mus musculus. O alfa-terpineol foi testado em 100,
250 e 500 pg/mL. A Doxorrubicina e a Cisplatina foram utilizados como controle
positivo. Os resultados mostraram o efeito citotoxico do alfa-terpineol em células de
S180, reduzindo a viabilidade celular para 50,9; 38,53; 30,82%, quando incubado em
100, 250 e 500 pg/mL, respectivamente. O alfa-terpineol induziu efeitos genotoxicos
pelos elevados indices e frequéncias de danos e, clastogénicos pelo aumento de inducéo
de microndcleos, pontes nucleoplasmaéticas e brotos nucleares. A fragmentacdo de
DNA e diminuicdo de viabilidade celular indicam que o alfa-terpineol pode causar
apoptoses iniciais, tardias e necroses. Os dados apontam que o alfa-terpineol tem
potencial antitumoral, por mecanismos citogenéticos e/ou perda de integridade de
membranas que levam a morte celular.

Palavras — chave: Produtos naturais. Monoterpeno. Genotoxicidade. Cancer.



97

ABSTRACT

Alpha-terpineol is a monoterpene with several pharmacological activities
(antimicrobial, anti-inflammatory, antinociceptive, hypotensive and antipruritic). The
study evaluated the antitumor potential of alpha-terpineol in animal model for Sarcoma
180. In vitro bioassays were used: tripan blue viability, micronucleus test with
cytokinesis block, comet assay, gel DNA fragmentation, flow cytometry and cell
viability by fluorescence. Ascitic fluid cells from sarcoma 180 were obtained from Mus
musculus. Alpha-terpineol was tested at 100, 250 and 500 pg / ml. Doxorubicin and
Cisplatin were used as a positive control. The results showed the cytotoxic effect of
alpha-terpineol on S180 cells, reducing cell viability from 100%, relative to the negative
control, to 50.9; 38.53; 30.82%, when incubated at 100, 250 and 500 pg / mL,
respectively. Alpha-terpineol induced genotoxic effects due to the high indexes and
frequencies of damage and clastogenic by the increase of induction of micronuclei,
nucleoplasmic bridges and nuclear buds. DNA fragmentation and decreased cell
viability indicate that alpha-terpineol can cause early, late, and necrotic apoptosis. The
data indicate that alpha-terpineol has antitumor potential, by cytogenetic mechanisms
and / or loss of membrane integrity leading to cell death.

Keywords: Natural products. Monoterpene. Genotoxicity. Cancer.

1. INTRODUCAO

A maioria dos farmacos antineoplasicos utilizados clinicamente sdo isolados de
espécies de plantas ou sio fundamentados em tais substancias (KUZMA et al., 2016).
Estudos como os de (SUHAIL et al., 2011; MANJAMALAI; GRACE, 2012; GIROLA
et al., 2015; FITSIOU et al., 2016) relatam sobre a atividade antitumoral in vitro e in
vivo de varios 6leos essenciais obtidos de plantas. Os 6leos essenciais sdo produtos
naturais com grande potencial farmacol6gico contra diversos tipos de tumores
(SOBRAL et al., 2014). Essa atividade antitumoral desses 6leos essenciais de diferentes
espécies vegetais, tem sido associada a existéncia de monoterpenos em sua composi¢ao
(MAGGI et al., 2013).

O alfa-terpineol € um A&lcool monoterpénico oxigenado volatil que
possui formula C1oH150 e peso molecular 154.24. E amplamente utilizado na fabricacio
de perfumes, cosméticos, sabonetes e agentes antissépticos. E um componente
monoterpeno importante presente em 0leos essenciais.Estudos sobre esse composto

revelam excelente atividade neuroprotetora (PARVARDEH et al., 2016), antibacteriana
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(LI et al., 2014), efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes (MOGHIMI et al.,
2016) atividade antifungica (HAMMER et al., 2003), antibacteriana (ZENGIN et al.,
2014) e atividade nematicida (ECHEVERRIGARAY et al., 2010) e atividade
antitumoral (HASSAN et al., 2010).

Diversos estudos com fitoquimicos apontam para atividades antitumorais de
produtos naturais, por inducdo de apoptoses e inibicdo de proliferacdo celular (BEEVI
et al., 2010; WU et al., 2010). A instabilidade cromossémica e os danos ao DNA estdo
bem associados a diversas doencas, especialmente o cancer. Portanto, as anormalidades
citogenéticas sdo importantes para o entendimento dos mecanismos da tumorigénese.
As alterac@es citogenéticas envolvem aneuploidia, dele¢des, insergdes, quebras e perdas
de cromossomos (GIAM; RANCATI, 2015).

Diversas metodologias toxicogenéticas sdo utilizadas para avaliagdo in vitro
desses tipos de mutacbes bem como a avaliacdo da capacidade de induzir morte
celular.Dentre os testes, o bioensaio de microndcleos com blogueio de citocinese
(CBMN) pode determinar niveis de danos citogenéticos de varios agentes citotdxicos,
com perspectivas para atividade antitumoral, em células binucleadas (FENECH, 2006;
FENECH et al., 2011; NAKAMURA et al., 2015). Em outras abordagens, o ensaio
cometa versao alcalina e a teste fragmentacdo de DNA podem detectar baixos niveis de
danos ao DNA, a exemplo de quebras de fitas simples e duplas (KAWAGUCHI et al.,
2010). Ademais, bioensaios mais refinados como citometria de fluxo e marcagdo por
fluorescéncia sdo importantes testes biologicos para deteccdo de morte celular
provocados pela substéncia teste avaliada (DAVISON, 2016).

Portanto, sabendo-se da importancia da busca por novos compostos naturais com
potencial terapéutico na quimioterapia, o estudo teve por objetivo a avaliacdo dos
possiveis efeitos antitumorais do monoterpeno alfa-terpineol, por mecanismos
citogenéticos indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose em
cultura primaria de Sarcoma 180 (S-180), por meio da aplicagdo de bioensaios

toxicogenéticos in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes quimicos utilizados no estudo

O monoterpeno alfa-terpineol foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

EUA). O meio de cultura RPMI 1640, penicilina e estreptomicina foram obtidos da
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GIBCO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A doxorrubicina (Dox) foi obtida da
Eurofarma Laboratérios S.A. (Sdo Paulo, Brasil). Alfa-terpineol foi solubilizado em trés
diferentes concentragdes (100, 250 e 500 pg/ml), utilizando o solvente DMSO 1%. A
Doxorrubicina e Cisplatina foram utilizadas em uma Unica concentracdo (2 pg/mL e 50

pg/mL, solubilizada em dH-0O, respectivamente).

2.2 Cultura primaria de Sarcoma 180

As células de S180 foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos
(UFPI, #167/16). Apo6s 10 dias da inoculagdo, o liquido ascitico, contendo células
tumorais, foi removido por puncdo na cavidade abdominal. Em seguida, as células de
S180 foram contadas em cdmara de Neubauer (0,5 x 10° células/mL) e incubadas em
meio de cultura RPMI 1640 (1 mM/L L-glutamina GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA], suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal e 1% (p/v) de
penicilina/estreptomicina), mantidas em estufa a 37°C para posteriormente serem

realizados os testes.

2.3 Teste de viabilidade celular por azul de tripan em cultura priméaria de S180

A viabilidade celular foi analisada com a aplicagéo do teste de excluséo por azul
de Tripan, de acordo com Strober (2015). Apds 24 horas de tratamento com alfa-
terpineol e controles, 90 puL da suspensdo de células (0,5 x 10°® células/mL) foram
retirados das culturas e acrescidos de 10 puL do azul de Tripan. As células ndo viaveis
foram contadas por sua coloracdo azulada, sendo consideradas como células mortas. Em
contraste, as células viaveis ndo apresentam esta coloracdo devido as suas capacidades
de expulsarem o azul de Tripan. As diferenciacdes celulares foram observadas em

microscopia 6ptica com o aumento de 400X, com o auxilio da cAmara de Neubauer.

2.4 Teste de genotoxicidade de ensaio cometa

A versdo alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit &
Rothfuss (2012). Aliquotas de 10 pL de suspensdo celular de S180 (0,5 x 10°
celulas/mL) ap6s o tratamento com alfa-terpineol (100, 250 €500 pg/mL) por 24h,

foram misturadas com uma fina camada de agarose de baixo ponto de fusdo 0,75% (90
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uL) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal 1,5%. Em seguida, as
laminas foram mergulhadas em solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM
Tris, pH 10, com adicao de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até
72 horas a 4°C. Apo6s esse periodo, as laminas foram incubadas em tampéo alcalino
(NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH>13) por 20 minutos; e, logo em seguida, expostas
a uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos em cuba de
eletroforese. Ao final, as laminas foram neutralizadas com tampéo Tris (0,4 M e pH 7,5)
e coradas com solucdo de prata. As laminas foram analisadas quanto ao perfil
fotomicrogréafico das células (aumento de 400X em microscépio Gptico) e os resultados
foram expressos em indice de danos (ID), frequéncia de danos (FD) e % de apoptoses
de 100 células em triplicata. O ID foi calculado por meio da formula: ID = ¥ (niimero
de células em determinada classe de dano X classe de dano), que variou de 0 a 400 e FD

pela seguinte formula: FD = 100 — n° de células classe 0.

2.5 Analise de Fragmentacdo de DNA Usando Eletroforese em Gel de Agarose

Para o teste, foram plaqueadas 0,5 x 10° pg de linhagem de sarcoma 180 em
meio RPMI 1640 e tratadas com 100, 250 ¢ 500 ug / ml de alfa-terpineol por 24 horas a
37 ° C e 5% de CO2. Apobs a exposicdo, o DNA celular foi extraido pelo protocolo
Salting Out (refX, ultima ref do artigo). A quantificacdo do DNA foi realizada com o
sistema dsDNA Quantfluor (Promega, Madison, WI - USA). Para eletroforese, 200 ng
de DNA foram adicionados e revelados em gel de agarose a 0,8%, utilizando 1: 10000
Diamond Dye para cada amostra. O gel foi examinado e fotografado por um sistema de
documentacdo em gel ultravioleta. Para eletroforese foi executado em 80V e 50mA por
2 h. A escada de DNA 1 kb mais (invitrogen) e 10 uM de cisplatina foi usada como

marcador e controle positivo, respectivamente.

2.6 Teste de micronudcleos com bloqueio de citocinese (CBMN)

O CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007), com adaptacGes. Em
frascos de cultura contendo 2 mL de meio RPMI 1640 (fitohemaglutinina A GIBCO®
[Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA], 1 mM/L L-glutamina GIBCO® [Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA], suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal Sigma-Aldrich
[St. Louis, MO, EUA] e 1% (p/v) de penicilina/estreptomicina Sigma-Aldrich [St.
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Louis, MO, EUA] foram adicionados 20 pL de suspenséo celular de S180 (0,5 x 108
células/mL). Em cada frasco de cultura foram acrescidas o alfa-terpineol de acordo com
cada tratamento (100, 250 e 500 pg/mL) e controles. As células foram incubadas por 44
h a 37° + 1°C. Apds este periodo, foram adicionados as culturas 6 pg/mL de
Citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO), retornando os frascos a incubacdo por mais 28h.
Ao final de 72 h, as culturas foram transferidas para tubos falcon e centrifugadas a 800
rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o pellet celular foi
levemente agitado, para nova centrifugacdo apds a adicdo de 5 mL de fixador
(metanol:acido acético, 5:1) e 3 gotas de formaldeido aos tubos. O procedimento foi
repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeido. Por fim, o
sobrenadante foi descartado e 2 a 4 gotas da suspensdo celular foram gotejadas sobre
laminas, as quais foram coradas com solugédo de Giemsa 5% por 7 minutos. As laminas,
previamente codificadas, foram analisadas em teste cego, com auxilio de microscépio
Optico (1000X), considerando os danos citogenéticos (microndcleos, brotos nucleares e

pontes nucleoplasmaticas) presentes em 1000 células por lamina em triplicata.

2.6.1 Teste de citotoxicidade pelo IDN e IDNC dos grupos testados no teste de CBMN

O indice de divisdo nuclear (IDN) e o indice de divisdo nuclear considerando a
citotoxicidade (IDNC) auxiliam a compreensédo da interferéncia da substancia teste a
mitose celular de Sarcoma 180. Os seus célculos para avalia¢do de citotoxicidade foram
realizados pelas formulas:

IDN=M1 + 2X (M2) + 3X (M3) + 4X (M4)
NUmero total de células

(Apoptose + Necrose + M1 4+ 2x(M2) + 3x(M3) + 4x(M4))

IDNC =
Nimero total de células

Nota: “Apoptose” representa o numero de células apoptoticas, “Necrose” o
numero de células necroticas, “M1” o nimero de células viaveis com 1 nicleo, “M2” o
numero de células viaveis com 2 nucleos, “M3” o numero de células viaveis com 3
nucleos, “M4” o numero de células viaveis com 4 nucleos, e “Numero total de células”

representa o nimero total de células analisadas, 1.000 por lamina.
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2.7 Quantificacdo da apoptose usando Microscopia Confocal de Fluorescéncia

(MCF) com dupla coloracéo por iodeto de propidio e laranja de acridina

A caracterizacdo morfologica foi realizada utilizando dupla coloracdo de iodeto
de propidio (IP) e de laranja acridina (LA) e observada sob um microscopio de
fluorescéncia. Resumidamente, as células foram plaqueadas a uma densidade de 1 x 10°
células/mL em microplacas com 35 mm de didmetro e tratadas com a concentracéo de
ICso do farmaco de teste. As células foram incubadas em atmosfera de 5% de CO: a
37°C durante 24 h e depois foram lavadas duas vezes utilizando PBS para remover o
meio remanescente. Um volume igual de corante fluorescente (LA/IP) contendo LA (10
pg/ml) e IP (10 pg/mL) foram adicionados e as células recém-coradas foram observadas
em um microscopio de fluorescéncia UV em 30 min antes da cor fluorescente comecar a
desaparecer. As porcentagens de células viaveis, necroticas, apoptoticas precoces e
apoptaticas tardias foram determinadas em mais de 200 células por I[&amina. Os critérios
de identificacdo foram os seguintes: (a) as células vidveis tem um nucleo verde ou ndo
corado, com uma estrutura intacta; (b) células apoptoticas precoces exibem um ndcleo
verde-claro que mostra a condensacao da cromatina no nucleo; (c) células apoptéticas
tardias mostram areas laranja densas de condensacdo de cromatina e formacéo de bolhas
na membrana; (d) células secundarias necréticas / mortas tem nucleo vermelho. Este

ensaio fornece uma avaliacdo quantitativa util e foi realizado em triplicada.

2.8 Teste da viabilidade celular por citometria de fluxo

Para determinar a porcentagem de células tumorais S180 vivas, em apoptose e
em necrose apds exposicdo ao alfa-terpineol por 24h, 0,5 x 10° células foram
adicionadas a cada um dos cinco tubos, o tubo ndo marcado, tubo controle positivo e 0s
3 tubos com células expostas as concentrages 100, 250 e 500 pg/mL. Os tubos foram
centrifugados para a retirada do meio e foram adicionados 100 pL de solugdo salina
0,9% e homogeneizados em vortex. Em seguida, 2 pL de Annexin VV PE e 2 uL de 7-
AAD do kit PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I BD Pharmigen® foram
adicionados aos tubos e incubados em ambiente escuro por 30 minutos. Ap0Os esse
periodo, 300 pL de solucéo salina foram adicionados e 30.000 eventos foram adquiridos

e gravados em citdmetro de fluxo FACSCanto II1®.
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2.9 Andlise estatistica

A fim de determinar as diferencas entre os tratamentos, dados expressos como a
média * desvio padrdo foram comparados por analise de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguido pelo teste de Tukey (considerando valores de p<0,05; p<0,01 e p<0,001
como significantes), por meio do programa Graphpad prism 6 (software intuitivo para a

Ciéncia, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS

3.1 Citotoxicidade pela viabilidade por azul de tripan em células de Sarcoma 180

O alfa-terpineol, nas concentracfes testadas, interferiram, significantemente, na
viabilidade celular da cultura priméria de S180 (Figura 1), indicando efeitos
citotoxicos. Observou-se diferencas estatisticas entre a menor e maior concentragédo do
monoterpeno em relagdo ao controle negativo, bem como em relacdo as duas menores

concentracfes em comparacao a Dox.

Figura 1. Viabilidade das células de Sarcoma 180 expostas ao alfa-terpineol (100, 250 e
500 pg/mL).
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ANOVA-One-way e pos-teste de Tukey. Valores de significancia de p<0,05 para ?
comparado ao controle negativo (CN), ° comparado a DOX, ¢ comparado a 500 pg/mL.
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3.2 Genotoxicidade e citotoxicidade do alfa-terpineol pelo teste cometa

A avaliacdo do indice de dano (ID) mostrou um aumento significativo para as
concentragoes testadas (100, 250 e 500 pg/mL) bem como o CP quando comparado ao
controle negativo. Entretanto, quando comparadas com o CP, as concentracdes
avaliadas mostraram-se estatisticamente menores. Ademais para ID, 250 ¢ 500 pg/mL
causaram maiores (p < 0,05) danos em relacdo a menor concentracdo. Para a analise de
frequéncia de dano, as concentracOes testadas apresentaram um aumento significativo
em relacdo ao controle negativo, porém sem diferencas estatisticas para o controle
positivo. Ademais, 0 monoterpeno nas 03 concentracdes avaliadas provocou apoptose
nas células tumorais murinas, porém, nao foi tdo eficiente em causar citotoxicidade

comparado ao controle positivo (Tabela 1).

Tabela 1: Efeitos genotdxicos (indice de dano e frequéncia de dano) e avaliacdo de
apoptose em células de sarcoma 180 através do bioensaio cometa versao alcalina.

Concentracao Indice de Frequéncia Apoptose
dano de dano (%)
Controle negativo - 27,6 +25 21,3+25 6,0+2,0
Controle positivo 2 Hg/MI 314,3 £ 15,62 94,3+4,9 79,3 £ 3,0
100 pg/Ml 122,6 +30,0 82,6+11,6° 35,0+ 10,0%
alfa-terpineol 250 pg/Ml 2220+ 45%  983+28° 446+ 156
500 pg/Ml 238,0+26% 896+15°  416+25%

ANOVA one-way com pdés teste de Tukey. (a) - Estatisticamente significante
(p<0,05) em relagdo ao CN (XXX); (b) - Estatisticamente significante (p<0,05) em
relacdo ao CP (DOX); (c) - Estatisticamente significante (p<0,05) em relagéo a
menor concentracao (100 pg/mL).

O teste cometa também possibilitou a avaliacdo por classes de danos. Em DO,
os tratamentos foram significativamente menores que o controle negativo que
mostrou uma média de 78,6 £ 2,5. No entanto, ndo houve diferenca estatistica em
comparagdo com o controle positivo, exceto para a menor concentracdo. Para D1,
apenas a concentracdo de 100 pg/mL mostrou-se estatisticamente aumentado em
relacdo ao controle negativo (16,3 £ 3,5). Em comparacdo com controle positivo,
todos os tratamentos apontaram um aumento significante. Em D2 e D3, todos o0s
tratamentos foram estatisticamente maiores que o controle negativo (2,6 + 0,5; 2,3 +
0,5, respectivamente), exceto para a concentracdo de 100 pg/mL da classe de dano
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D3. Para o controle positivo de D2, houve aumento estatistico apenas para 0S

tratamentos de 100 e 250 pg/mL. Em D3, apenas o tratamento de 100 pg/mL

mostrou-se diminuido em relacdo ao controle positivo. No tipo D4, apenas a

concentracdo de 500 pg/mL junto com o CP demonstraram aumento estatistico em

relacdo ao controle negativo. Além disso, todos os tratamentos apresentaram valores

estatisticamente menores em relagéo ao controle positivo em D4 (Figura 2).

Figura 2: Variagdo quantitativa dos tipos de dano (D0-D4) para o teste cometa em
células de sarcoma 180 tratadas com alfa terpineol nas concentracdes de 100, 250 e

500 pg/mL.
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ANOVA one-way com pos teste de Tukey. (a) - Estatisticamente significante (p<0,05)
em relacdo ao CN; (b) - Estatisticamente significante (p<0,05) em relacéo ao CP; (c) -
Estatisticamente significante (p<0,05) em relacdo a menor concentragdo (100 pg/mL).

3.3 Efeitos apoptdticos do alfa-terpineol por fragmentacéo de DNA em gel

Na fragmentacdo de DNA determinada por eletroforese em gel de agarose, foi

observado um arraste (SMEAR) nas concentrac¢des de 100 e 500 pg/mL, o que indica

que o alfa-terpineol possui capacidade de fragmentar o DNA, caracterizando a

presenca de apoptoses das células tumorais nessas concentragcGes. Ademais, na
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concentracdo de 500 pg/mL, o alfa-terpineol mostrou praticamente uma auséncia de
banda gendmica de alto peso molecular e, por conseguinte, um padrdo de arraste mais
destacado, com mais fragmentacdo que o quimioterapico utilizado como controle de
dano (Figura 3).

Figura 3: Fragmentacdo de DNA de S180 avaliado por eletroforese em gel de agarose
tratados com alfa terpineol nas concentragdes de 100 e 500 pug/mL por 24h.

A B C D E

A - DNA ladder 1 kb plus; B - alfa-terpineol na concentracdo de 100 pug/mL; C — alfa-
terpineol na concentragcdo de 500 pg/mL; D - Cisplatina 50 pg/mL; E - Controle
negativo.

3.4 Efeitos citogenéticos do alfa-terpineol em S180 avaliados por CBMN

O alfa-terpineol apresentou efeitos mutagénicos por indugdo de micronucleos em
S180, como também por aumento significante no nimero de pontes e brotos nucleares,
para as trés concentragdes testadas (100, 250 e 500 pg/mL), quando comparado ao CN.
Também foi observado citotoxicidade pelos indices de divisdo celular (IDN) e pelo
indice de divisdo nuclear considerando citotoxicidade (IDNC) também pelas trés
concentracOes avaliadas. Esses dados apontam que o alfa-terpineol causa danos fixos
(mutagdes) ao DNA pela indugdo de micronicleos e mostrou-se antitumoral por
inducdo de citotoxicidade (IDN e IDNC estatisticamente significantes). Provavelmente,
esse efeito estd relacionado com as alteracfes citogenéticas observadas (Tabela 2)

(Figura 5). Além disso, 0 composto em questdo induziu significantemente o0 aumento
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de apoptoses (93 + 6,0; 124,6 + 12,8; 144 + 8,5) e necroses (65 £ 5,5; 85 + 6,2; 82 £

6,4) para as 03 concentracdes avaliadas em comparacdo com o CN (Figura 4).

Tabela 2. Mutagenicidade e citotoxicidade causados pelo alfa-terpineol em Sarcoma
180 apds 72h de exposicao avaliados por meio do teste de micronucleos com blogueio
de citocinese.

Tratamento Mutagenicidade Citotoxicidade
Microndcleos | Pontes Brotos IDN | IDNC
Sarcoma 180
CN 220+1,0 2,50 + 0,81 5,20 + 1,29 1,74+0,08  1,74+0,09
DOX 37,00 £ 2,12 39,00+1,1*® 39,10+1,31*® 121+0,01* 1,19+0,11°
100 pg/mL 21,0 +£3,6% 11,0 + 2,8%® 215+0,7®  1,42+0,09® 159+0,1%
250 pg/mL 19,0 + 1,4%® 13,5+ 0,7% 155+28%  134+0,09° 1,41+0,08%
500 pg/mL 22,5 +2,3% 17,0 +2,8%® 23,0 +1,8% 1,29 +0,08° 1,46 +0,10%®

Valores representam a média + desvio padrdo. CN: células ndo tratadas. Dox:
Doxorrubicina 2 pg/mL. IDN: indice de divisdo nuclear. IDNC: indice de divisdao nuclear
considerando a citotoxicidade. ANOVA, uma via, seguido de pos-teste de Tukey. 2
p<0,05 comparado ao grupo CN.  p<0,05 comparado & Dox.

Figura 4. Apoptose e necrose induzidas pelo alfa-terpineol em cultura primaria de S180,
apos 72h de exposicao pelo teste de CBMN.
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Valores representam a média + desvio padrdo. CN: células ndo tratadas. Dox:
Doxorrubicina 2 pg/mL. ANOVA, duas vias, seguido de pos-teste de Tukey.
***n<0,001; ** p<0,01 comparado ao grupo CN (a) e CP (b).
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Figura 5. Perfil fotomicrografico da linhagem de Sarcoma 180 tratados com alfa-terpineol (100, 250 e 500 pug/mL) analisadas por meio do teste de
CBMN. Coloragdo com Giemsa a 10% e aumento de 1000X ao microscopio optico. BN: células binucleadas. MN: micronucleos. AP: apoptose.

Em (A) células ndo tratadas — CN; (B) células tratadas com 2 ug/mL de Doxorrubicina — CP; (C) células tratadas com alfa-terpineol a 100 pg/mL; (D)
células tratadas com alfa-terpineol a 250 pg/mL; (E) células tratadas com alfa-terpineol a 500 pg/mL.
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3.5 Efeitos apoptaticos e necroticos do alfa-terpineol usando Microscopia Confocal
de Fluorescéncia (MCF).

A capacidade citotoxica na avaliacdo de morte celular no tempo de exposicao de
24h mostrou efeitos esperados do quimioterapico de forma estatisticamente significante
guando comparado com o controle negativo. O tratamento com alfa-terpineol na
concentracdo de 100 pg/mL também apresentou efeito citotoxico (aumento de apoptoses
iniciais — 17,7% e tardias — 43,3%) nas células de S180 quando comparado ao controle
negativo de forma estatisticamente significante. Porém, ndo houve diferenca
estatisticamente significante para necrose entre o alfa-terpineol e o controle negativo.
Em comparagdo com a Doxorrubicina, o alfa-terpineol apresentou maior porcentagem
de células viaveis (36,6%) e em apoptose tardia (43,3%) (p < 0,05). Em contrapartida,
apesentou menores porcentagens de células em apoptose inicial (17,7%) e necrose
(2,7%) (p < 0,05) (Figura6e7).

Figura 6: Avaliacdo da citotoxica do alfa-terpineol em células de S180 através da
marcacao fluorescente em microscopio confocal de fluorescéncia (MCF).
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Valores representam a média + desvio padrdo. ANOVA seguido de pds-teste de Tukey.
* p<0,05; *** p<0,001 comparado ao grupo CN (a) e Doxorrubicina (b).



110

Figura 7. Citotoxicidade do alfa-terpineol (100 pg/mL) em linhagem de Sarcoma 180
analisadas por meio de Microscopia Confocal de Fluorescéncia (MCF) dupla coloracéo
por iodeto de propideo e laranja de acridina.

Controle Doxo 2 pg/mL

3.6 Efeitos citotoxicos do alfa-terpineol pela viabilidade celular por citometria de

fluxo

A andlise por citometria de fluxo demonstrou que o alfa-terpineol induz
apoptose tardia/necrose em 76%, 88,1% e 93,2% das células do sarcoma 180 (Figura 8)
apos 24h de exposicdo nas concentracdes de 100, 250 e 500, respectivamente. Para
apoptose inicial os valores em S180 foram 1,6%; 0,2% e 0,0% nas concentracfes de
100, 250 e 500 pg/mL respectivamente. Com relagdo as células vivas, foi observado
uma reducdo da porcentagem com o aumento da concentracdo, sendo estes os valores de
22,4%; 11,6%; 6,8% nas concentragdes testadas. Esses dados mostram a confirmagéo

qualitativa da capacidade citotoxica do alfa-terpineol em matar células S180.
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Figura 8: Determinagdo da citotoxicidade do alfa-terpineol, em diferentes
concentracdes, em células de sarcoma 180 atraves de citometria de fluxo por marcacao
de Anexina V PE e 7-AAD.
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Viabilidade de células S180 tratadas com alfa-terpineol nas concentragdes de 100, 250 e
500 pg/mL. Em todos os graficos o quadrante (Q1) representa células em apoptose
inicial (AV+/7AAD-), (Q2) sdo células em apoptose final/necrose (AV+/7AAD+), (Q4)
necrose (AV-/TAAD+) e (Q3) células vivas (AV-/7TAAD-). Em (A) tubo com células
ndo marcadas com Anexin V PE e 7-AAD, (B) células S180 tratadas com alfa-terpineol
100 pg/mL, (C) células S180 tratadas com alfa-terpineol 250 pug/mL, (D) celulas S180
tratadas com alfa-terpineol 500 pg/mL, (E) Controle positivo com Doxorrubicina 2
pg/mL.

4. DISCUSSAO

O alfa-terpineol nas concentracdes de 100, 250 e 500 pg/mL mostrou efeito
citotoxico sobre células de Sarcoma 180 pela capacidade de excluir o azul de tripan
(PITA et al., 2012). Os mecanismos citogenéticos podem estar envolvidos na atividade
antitumoral do alfa-terpineol tais como os danos ao DNA e/ou alteracdes nucleares
indicativas de apoptoses com base no padrdo de fragmentacdo do DNA (BEDNAREK
et al., 2006). Os efeitos genotoxicos e mutagénicos podem intensificar os efeitos

citotoxicos resultando em parada do ciclo celular e, eventualmente, apoptose atraves da
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ativacdo de genes pro-apoptéticos e supressdo de genes antiapoptéticos (PERES;
CUNHA, 2013).

O alfa terpineol nas trés concentracGes testadas mostrou-se citotdéxico de forma
dose dependente para a avaliacdo do IDN, provavelmente associados a formacédo de
microndcleos, pontes e brotos nucleares. Existem relatos de que o carvacrol, um
monoterpeno estruturalmente semelhante ao alfa-terpineol, através do ensaio cometa
modificado por FPG (DNA formamidopirimidina glicosilase) em células de carcinoma
de colon humano (Caco-2), mostrou que na concentragdo de 69 ug/mL causou quebras
nas fitas de DNA indicando danos as bases purinas (LLANA-RUIZ-CABELLO et al.,
2014).

Cabe enfatizar que a producdo de bases oxidadas, como a 8-oxoguanina (8-
oxoGua) que possui potencial mutagénico pela sua capacidade de emparelhar com
adenina, além da formacdo de um indicador de estresse oxidativo, a 8-hidroxi-
deoxiguanosina (8-OHdG) podem induzir alteracBes no material genético (mutacées),
tais como, rearranjos cromossomicos, insercoes, delecbes e amplificacbes génicas
(KOCAMAN et al.,, 2011; LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2014; ERDOGAN;
OZKAN, 2013). Varios métodos mais sensiveis de deteccdo da apoptose foram
desenvolvidos para apontar alteracBes na morfologia celular, bem como interagir com

marcadores de superficie associados a apoptose (LIU et al., 2015).

Estudos realizados por Taherkhani (2016) apontam que o Oleo essencial de
Artemisia ciniformis, constituido de alfa-terpineol e alguns de seus isdmeros apresentou
citotoxicidade, pelo teste de MTT, em células do céancer cervical (HelLa), nas
concentracdes de 19,64 pg/mL e 28 pg/mL. Efeitos citotdxicos também foram
observadas em células de cancer de mama humano (T-47D), hepatocarcinoma humano
(HepG2) e carcinoma de pulmao humano (A549) a sofrerem apoptose e desencadear a
morte celular (CHANG; SHEN, 2014). O linalol um analogo do alfa-terpineol, 0 mesmo
em condigdes acidas de metabolizacdo pode se transformar em alfa-terpineol, assim,

entende-se que ambos possuam perfis toxicogenéticos semelhantes (WU et al., 2010).

O alfa-terpineol induziu fragmentacdo de DNA em células de S180 nas
concentracdes de 100 e 500 pg/mL, em um tempo de exposicdo de 24 h de forma dose

dependente. Existem relatos de que o gama-terpineol, um isdbmero do alfa-terpineol na
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concentragdo de 320 pg/mL induziu a fragmentagdo do DNA de células de hepatoma
BEL-7402, confirmando a apoptose em mdaltiplos de 180-200 pb apds 12, 24, 36, 48 h
(YIN et al., 2014). A integridade do DNA desempenha um papel fundamental na
proliferacdo celular, logo a fragmentagdo do mesmo inviabiliza o desenvolvimento da
célula, bem como é uma das caracteristicas tipicas da apoptose (WONG, 2011;
ARCHANA et al., 2013). E importante enfatizar que caspase 3 esta associada a induc&o
da translocacdo da fosfatidilserina para o folheto externo da membrana celular no
processo de apoptose. Esse novo posicionamento da fosfatidilserina serve como
sinalizador para que células fagociticas das proximidades englobem os fragmentos
celulares e completem o processo de degradacdo (MANDAL et al., 2005; PAROLIN;
REASON, 2001).

A inducéo de apoptoses pelo alfa-terpineol também foi observada por citometria
de fluxo em células S180 de forma dose dependente para 0s eventos de apoptose tardia
e necrose presente nos quadrantes Q2 e Q4, respectivamente. Além disso, a baixa
porcentagem de células em apoptose inicial presente no quadrante Q1 é semelhante aos
resultados adquiridos no teste MCF. A exposicdo da fosfatidilserina é transitéria na
apoptose inicial (KENIS et al., 2010). Em Q2, o numero de células em apoptose tardia
(duplo positivo) foi maior apenas na menor concentracao (100 ug/mL). A marcagdo das
células tumorais com Anexina-V e com intercalador de DNA impermeavel & membrana,
0 7-aminoactinomicina D (7-AAD) permite discriminar entre células viaveis,
apoptoticas e necréticas secundarias (DONG et al., 2009).

A fragmentacdo do nuacleo é geralmente considerada como um sinal de morte
celular apoptética, mas também pode ocorrer em menor extensdo na necrose como
observados pelos resultados do teste de citometria (LORENT et al., 2014). Existem
relatos de que o isdbmero do alfa-terpineol, o terpinen-4-ol (0,04%), mostrou atividade
antiproliferativa em células cancerigenas de pulméo de rato (AE17) através da morte
celular por necrose na medida que aumentava o0 tempo de exposi¢do (GREAY et al.,
2010).

Por outros aspectos, as células podem, também, ser classificadas como
duplamente positivas, pelo fato da membrana estar danificada a ponto de permitir a
passagem de 7-AAD para o interior da célula, bem como permitir a ligagdo da Anexina-
V em fosfatidilserina do lado interno da membrana. Porém, ndo é possivel distinguir

entre apoptose tardia e células necroticas nesta populacdo dupla positiva (Q2) usando
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citometria de fluxo cléssica (PIETKIEWICZ et al., 2015). Essas informagdes sugerem
que o alfa-terpineol pode matar células tumorais por apoptose e necrose, principalmente
por necrose (Q4) quando as concentragcdes forem superiores a 100 ug/mL, segundo o
teste analisado. Esses achados colaboram com os resultados significantes de necroses

encontrados no teste de CBMN no presente estudo.

As células de S180 tratadas com alfa-terpineol (100 pg/mL) foram induzidas a
apoptose. Ademais, 0 estagio de apoptose que 0 monoterpeno mais induziu foi o de
apoptose tardia. O alfa-terpineol, na menor concentracdo, parece ter melhor efeito na
indugdo da apoptose. O carvacrol e timol, moléculas estruturalmente semelhantes ao
alfa-terpineol, podem penetrar na bicamada fosfolipidica, aumentando a permeabilidade
da membrana celular, a dissipacdo da forca protomotriz e o vazamento de ions
inorganicos, resultando em lise e morte celular (SOUZA et al., 2013; LAMBERT et al.,
2001).

Porém, em concentracdes elevadas, pode matar as células por necrose como
mostrado no teste de citometria de fluxo. Cabe a dupla marcacéo por laranja de acridina
(LA) e iodeto de propideo (IP) visualizada sob um microscépio fluorescente, identificar
alteracGes de membranas celulares associadas & apoptose durante o processo de morte
celular e distinguir com precisao células em diferentes estagios de apoptose (GHERGHI
et al., 2003; LIU et al., 2015). O LA é um corante permeavel que marca em verde o
nacleo, enquanto o IP é absorvido pelas células cujas membranas celulares estdo
danificadas e a integridade da membrana € perdida (PAVITHRA et al., 2018). Um
estudo de inducdo da apoptose com Oleo essencial de Pamburus missis, nas
concentracdes entre 50 e 100 pg/mL em linhagem de cancer de pele ndo melanoma
(A431), utilizando o teste de dupla marcacdo LA/IP, demostrou que tais células
apresentaram condensagéo da cromatina, formacao de esferas e formacgéo de bolhas na
membrana, caracterizando apoptose (PAVITHRA et al., 2018).

Diversos mecanismos podem ser propostos, dentre eles, a acdo de AKT, JNK1,
JNK2, como também na quinase do inibidor kappa B (IKK), o que, por consequéncia,
ird impedir ou reduzir a translocacdo do NF-xB para o nucleo (Figura 9). A regulacéo
negativa da transcricdo de NF-xB, em outras palavras, ira proporcionar 0 aumento da
sensibilidade a agcdo de agentes antitumorais ou interromper a proliferacdo causada por
células tumorais (HASSAN et al., 2010; BLOWMAN et al., 2018; KHALEEL et al.,
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2018). A inibicdo de NF-kB aumenta a produgdao de espécies reativas de oxigénio,
causando despolarizagdo mitocondrial, abertura do poro de permeabilidade, liberacéo do
fator apoptoético citocromo c e liberacdo de caspases 9 e 3 (SILVA; FERRARI, 2011,
GRIVICICH et al., 2007).

Além de coordenar respostas imunoldgicas, 0 NF-kB esta relacionado a
mecanismos de sobrevida celular. Uma vez sendo inibido, produzira na maioria dos
casos, a reducdo da expressdo de genes alvos que pertencem a maquinaria
antiapoptdtica da célula, isto €, membros da familia Bcl-2 e IAP (NOGUEIRA et al.,
2011; CANDRASARI et al., 2016) confirma tais mecanismos, mostrando que o alfa-
terpineol tem potencial atividade anticancerigena contra a linhagem de células
cancerigenas MCF-7 por meio da estimulacdo da apoptose através da diminuicdo da

expressao de Bcl-2, como o aumento das expressdes de Bax (Figura 9).

Figura 9: Mecanismo de acdo do alfa-terpineol através do impedimento ou reducdo da
translocacdo do NF-kB para o ndcleo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O alfa-terpineol induziu citotoxicidade em células de Sarcoma 180, pelos
elevados e significantes indices de morte celular tanto por apoptose como necrose nos
diferentes bioensaios avaliados. Também, mostrou mecanismos citogenéticos de danos
ao DNA de forma dose-dependente pelo indice e frequéncia de dano, bem como por
efeitos mutagénicos pelas alteracdes citogenéticas como micronucleos, pontes
nucleoplasmaticas e brotos nucleares. Nas menores concentracbes, o alfa-terpineol
induziu apoptoses e necroses nas maiores concentracdes. O estudo propde que associado
aos mecanismos citogenéticos, a perda da integridade da membrana plasmatica pela
exposicdo e perda da fosfatidilserina, podem explicar os efeitos antitumorais do alfa-
terpineol. O alfa-terpineol € um monoterpeno candidato a formula¢Ges farmacéuticas

antitumorais.
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ANEXO A - Carta de aceite para manutencéo do Sarcoma 180

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI B
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

MINISTERIO DA EDUCAGCAO @

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagao toxicogenética e antitumoral do a-terpineol
em estudos in vitro e pré-clinico’, registrada n° 416/17, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
JOAO MARCELO DE CASTRO E SOUSA do Departamento de Biologia do Campus
Senador Helvidio Nunes de Barros/UFPI que envolve a producdo, manutengao ou utilizagao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
Pesquisa Cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reunidao na
presente data 15/06/2018.

~ Finalidade ( ) Ensino ( ) Pesquisa Cientifica
'Vigéncia da Autorizagéo Outubro/2018 a Dezembro/2019
Espécie/Linhagem/raca Camundongo heterogénico/swiss
N° de Animais 50
Peso/ Idade 30g/ 12 semanas
Sexo 25 Machos e 25 Fémeas
Origem Biotério Centra da UFPI. |

Teresina, 75 de Junho de 2018.




