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RESUMO

O céncer se trata de uma das principais causas de mortes no mundo, sendo o cancer de
pulmdo o primeiro em incidéncia mundial. No Brasil, o cancer de pulmdo é o segundo
principal responsavel por mortes por cancer em homens (ap06s cancer de prostata) e o quarto
em mulheres - sendo o Rio Grande do Sul o segundo estado brasileiro com maior incidéncia
de casos de cancer. Caracterizado pelo crescimento desordenado e desenfreado de células, o
desenvolvimento tumoral é definido pela evasdo da morte celular e tem sido intimamente
correlacionado a inflamagdo. Tratamentos usuais do céancer, como quimioterapia e
radioterapia, apresentam elevados efeitos adversos ao paciente, além do alto custo. Tendo em
vista que a maior parte das drogas antineoplasicas produzidas sdo oriundas de compostos
naturais ou de seus derivados, € constante a busca por novos metabolitos de origem natural,
em especial os de origem vegetal - que apresentam potencial na busca por novas moléculas
para sintese de farmacos. Diversos fitocomponentes, como o terpeno a-terpineol (TPN),
apresentam efeito antiproliferativo e anticancerigeno em linhagens de adenocarcinoma de
mama, prostata e ovario, e leucémicas. Neste trabalho foi avaliado o potencial anti-
proliferativo do TPN frente a seis linhagens tumorais humanas (A549, MCF-7, HT-29,
Caco-2, LNCaP, ACP-03), sendo a A549 (cancer de pulmado) selecionada para
experimentos de tratamento repetido por seis dias em associacdo com 0 quimioterapico
doxorrubicina (DOXO). O mecanismo de morte celular, marcadores moleculares, atividade
enzimética (JAK-3, JNK-3, p38-a), migragdo celular e inibi¢ado de TNF-a foram avaliados.
Dentre as seis linhagens analisadas, trés (A549, MCF-7, HT-29) apresentaram reducéo
significativa da viabilidade celular apds tratamento com o TPN por 48 h. A associacdo do
TPN com a DOXO na linhagem A549 potencializou o efeito anti-proliferativo em
comparacdo com a DOXO. Apds seis dias de tratamento observou-se comportamento dose- e
tempo-dependente da DOXO e do TPN sem apresentar diferenca estatistica entre eles. O TPN
apresentou atividade inibitoria da p38-a (IC50=729 u M) e JAK3 (IC50=6,3 uM). Apos 48 h de
tratamento, observou-se e necrose nas células tratadas com DOXO (21,5 %) e TPN (7,3 %).
Com a associacdo de ambas as drogas, a taxa de necrose elevou-se para 33,5 %, bem como
para os seis dias de tratamento (52,3 %). Observou-se ainda, reducdo da migracéao celular apos
120 h de tratamento com o TPN em comparacgdo ao controle. Com base no exposto acima, o
TPN apresenta potencial como biomolécula para o desenvolvimento de novos farmacos ou
mesmo Sseu uso, como coadjuvante no tratamento de cancer de pulmé&o humano.

Palavras-chave: a-terpineol; A549; cancer; JAK3, p38-a



ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide, with lung cancer as the major one. In
Brazil, lung cancer is the second leading cause of cancer deaths in men (after the prostate
cancer) and fourth in women. Rio Grande do Sul is the second Brazilian state with the highest
incidence of cancer. Characterized by disordered cell growth, tumor development is defined
by cell death evasion and has been closely correlated to inflammation. Standard cancer
treatments, such as chemotherapy and radiotherapy, cause adverse effects on patients.
Considering that most of the antineoplastic drugs produced are derived from natural
compounds or their derivatives, natural products (especially those of plant origin) present
potential in the search for new molecules for drug synthesis. Several phytoconstituents, such
as the terpene a-terpineol (TPN), have antiproliferative and anticancer effects in cell lines of
breast, prostate and ovary carcinomas, and leukemic cells. In the present study, the anti-
proliferative potential of TPN on six human tumor cell lines (A549, MCF-7, HT-29, Caco-2,
LNCaP and ACP-03) was evaluated. The A549 cell line (lung adenocarcinoma) was selected
for experiments of six days with TPN and doxorubicin (DOXO) co-treatment. Mechanisms of
cell death, molecular markers, enzymatic activity (JAK-3, JNK-3, p38-a), cell migration and
inhibition of TNF-a were evaluated. Among the six lines, three of them (A549, MCF-7, HT-
29) have shown a significant reduction of cell viability after 48 h treatment with TPN. Co-
treatment of TPN and DOXO on A549 potentiated the antiproliferative effect compared with
DOXO treatment. After six days of treatment, dose and time-dependent effect of DOXO and
TPN were observed. TPN showed inhibitory activity on p38-o (ICso = 729 uM) and JAK3
(ICs0 = 6.3 uM). After 48 h of treatment, necrosis was observed in cells treated with DOXO
(21,5 %) and TPN (7,3 %). The co-treatment of both drugs increased the necrosis rate up to
33,5 %, as well in the 6th day of treatment (52,3 %). It was also observed a cell migration
reduction after 120 h of TPN treatment in comparison with control. Based on that, TPN can
be characterized as a potential biomolecule for new drugs development or even its use as
adjuvant in the treatment of lung adenocarcinoma.

Keywords: a-terpineol; A549; cancer; JAK3, p38-a
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AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE
UM TERPENO EM CELULAS DE CANCER DE PULMAO (A549)

1. INTRODUCAO

O céancer é caracterizado pelo crescimento desordenado e patolégico das células e
representa uma das principais causas de mortes no mundo. Além de apresentar alto indice de
mortalidade, a incidéncia do cancer é crescente. Em 2012, ocorreram cerca de 14,9 milhdes de
casos de cancer no mundo e estima-se que esse humero aumente em 70% nas proximas duas
décadas (OMS, 2012; EID et al., 2015). Ainda, de acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS, 2016), cerca de 8,2 milhGes de mortes por cancer ocorrem a cada ano. Segundo
o INCA (2017), no Brasil, sdo estimados 600 mil novos casos de cancer para 0 biénio
2016/2017, sendo o cancer de prostata, de pulmdo e colorretal aqueles com maiores
estimativas para homens e o de mama, colorretal, célon de Gtero e pulm&o, para as mulheres,
respectivamente. Os tratamentos usuais no combate ao cancer sdo a radioterapia,
quimioterapia e a cirurgia. Tais métodos apresentam efeitos adversos aos pacientes (SAEED
et al., 2015) e as vezes resisténcia do farmaco ao tratamento, sendo assim a busca por novas
drogas é de grande interesse.

Tendo em vista que a maior parte das drogas antineoplasicas produzidas sdo de origem
natural ou de seus derivados (NEWMAN e CRAGG, 2016), evidencia-se o potencial dos
metabolitos oriundos de plantas no desenvolvimento de novos farmacos. Os primeiros
medicamentos antineoplasicos derivados de produtos naturais, como o paclitaxel (Taxol®)
(EID et al, 2015) e o etoposideo (Etopophos®) comprovam a aplicabilidade e eficacia
desses metabolitos no tratamento do cancer. Entre os metabolitos oriundos de produtos
naturais destacam-se o0s de origem vegetal como, por exemplo, 0s componentes extraidos de
6leos essenciais como os terpenos a-terpineol (TPN) e (6)-gingerol, os quais apresentam
atividade antiproliferativa em linhagens tumorais, aléem dos efeitos antioxidante, anti-
inflamatorio e desinfetante (KAUR e VERMA, 2015; DUGASANI et al., 2010).
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1.1 Tema
Investigacdo da atividade bioldgica de a-terpineol em células tumorais em associagdo ou ndo

com quimioterapico.

1.2 Problema
O o-terpineol apresenta efeito antiproliferativo em células tumorais in vitro? E quando
administrado o a-terpineol simultaneamente com o quimioterapico doxorrubicina,

potencializa-se esse efeito?

1.3 HipoOtese
O o-terpineol tem efeito antiproliferativo em células tumorais in vitro; e, quando administrado

simultaneamente com o quimioterapico doxorrubicina, potencializa-se esse efeito.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral
Investigar a atividade bioldgica de a-terpineol em células tumorais in vitro, na auséncia e em

associacdo com quimioterapico.

1.4.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do TPN na viabilidade de células humanas de carcinoma de préstata
(LNCaP), linhagem de cancer de pulmao de pequenas células (A549), adenocarcinoma
colorretal (Caco-2 e HT-29), adenocarcinoma de mama (MCF-7) e adenocarcinoma
gastrico (ACP-03) apos tratamento com a-terpineol;

e Avaliar o evento de morte celular na linhagem que apresentar maior potencial
antiproliferativo;

e Observar o efeito da repeticdo de dose por 48, 96 e 144 h;

e Auvaliar o potencial inibitorio do TPN frente a JAK-3, JNK3, p38;

e Verificar a migracdo celular das células tratadas com o-terpineol;

e Auvaliar o efeito do TPN na inibicéo da liberagdo de TNF- a;
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1.5 Justificativa

E crescente o0 nimero de casos de canceres no mundo, bem como os gastos do Sistema
Unico de Satde (SUS) com tratamentos oncoldgicos que chegaram a R$ 2,4 bilhdes em 2012,
segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA). Os altos custos e significativos efeitos
adversos resultantes dos tratamentos usuais para a terapia do cancer (como radioterapia e
quimioterapia), corroboram com a necessidade da busca por novos medicamentos com
reduzidos efeitos colaterais, facil obtencdo e baixo custo. Tendo em vista que cerca de 80%
das drogas anticancerigenas desenvolvidas nos ultimos 30 anos sdo oriundas de produtos
naturais ou de seus derivados semi-sintéticos/sintéticos, o emprego de compostos naturais na
prevencéo e tratamento de doencgas mostra-se promissor. Dentre os produtos naturais, algumas
plantas tém apresentado resultados satisfatorios em estudos in vitro, demonstrando efeitos
antiproliferativo e anticancerigeno, por exemplo.

Certos componentes de plantas, devido suas propriedades farmacoldgicas, sdo
possiveis candidatos para a criacdo de novos farmacos para a terapia de diversos tipos de
canceres. Existem resultados interessantes na literatura relacionando a atividade de a-
terpineol com o efeito antiproliferativo e anticancerigeno em linhagem de adenocarcinoma de
mama, leucemia miel6ide cronica atraves da supressdo da via NF-xB. Ainda, experimentos
evidenciaram que quimioterapicos, na presenca de compostos naturais, podem ter seu efeito
anticancerigeno intensificado, o que é muito interessante quando se trata da resisténcia a
quimioterapicos. Baseado nessas evidéncias cientificas e estudos que atribuem ao a-terpineol
funcBes anticancerigenas, a hipotese principal deste trabalho é que o a-terpineol desempenha
efeito antiproliferativo em células tumorais. Ainda, quando administrado o a-terpineol

simultaneamente com o quimioterapico doxorrubicina, exacerba-se esse efeito.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer

Caracterizado pelo crescimento exacerbado e desordenado das celulas, o cancer trata-
se da segunda principal causa de mortes no mundo, depois das doencas cardiovasculares
(CDC, 2016). Segundo dados mais recentes da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS),
estima-se que cerca de 8,2 milhGes de pessoas chegam a oObito a cada ano, acometidas por
algum tipo de cancer - estimativa esta, que representa 13% do total de mortes no mundo
(OMS, 2016). No Brasil, o cancer de préstata € o principal responséavel pelas mortes por
cancer em homens, seguido de cancer de pulméo e colorretal, sendo o cancer de mama o mais
recorrente em mulheres e que apresenta maior indice de mortalidade, seguido de cancer de
colorretal e célon de utero (INCA, 2017). Ainda, sdo estimados para o ano de 2016, cerca de
295 mil novos casos de cancer em homens, tendo como localizagdo primaria a prostata,
seguido de céncer de traqueia, brénquios e pulmao, colorretal (FIGURA 1). Para mulheres,
sdo estimados cerca de 300 mil novos casos de cancer para 2016, sendo o de mama mais
prevalente, seguido de colorretal, c6lo do Utero e cancer de pulméo (INCA, 2017).

De acordo com o Instituto Nacional de Céncer (INCA), o Rio Grande do Sul é o
Estado brasileiro que apresenta maior estimativa de nimero de casos de cancer para 2016,
cerca de 588 novos casos a cada 100 mil homens e 451 casos a cada 100 mil mulheres.
Segundo dados da OMS (2012), cerca de 47% das mortes por cancer ocorrem em paises em
desenvolvimento devido, provavelmente, aos atrasos no diagndstico da doenca o que resulta
num estado avancado, grave e até letal do cancer quando diagnosticado. A OMS estima que
em 2030 haja cerca de 23 milhdes de casos de cancer sendo 68% deles em paises em
desenvolvimento. Também, segundo a Sociedade Americana de Cancer (2010), o custo
econémico global resultante da incapacidade ou morte dos individuos acometidos por essa

patologia chega a 900 bilhGes de ddlares por ano.
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Pristata 61.200 286% Homens Mulheres  Mama feminina 57 960
Traqueia, Bronguio & Pulmao 17.330 8.1% Colon e Reto 17.620
Cdlon e Reto 16.660 T8% Colo do dtero 16.340
Estimano 12.920 6,0% Traqueia, Bronguio e Pulmao  10.8%0
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estmago 7.600
Esdfago 7.850 7% Corpo do Otero 6.950
Bexiga 7.200 34% Owario 6.150
Laringe f.360 30% Glandula Tireoide 5.870
Leucemias 5.540 2,6% Linforma n&o Hodgkin 5.030
Sisterna Nervoso Central 5.440 25% Sisterma Nervoso Central 4.830

*Wimeros aredondados para miltiplos de 10.

FIGURA 1: Distribuicdo por sexo dos 10 tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016, exceto casos de
cancer de pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2017

Diferentemente das células saudaveis que crescem, multiplicam-se e morrem de
maneira ordenada por processos naturais e continuos, as células cancerigenas se desenvolvem
de maneira desordenada e desexreada, invadindo outras células e tecidos, desencadeando a
patologia do cancer (RAKOFF-NAHOUM et al., 2006). Por se tratar de doenca multifatorial,
varias sao as causas que podem corroborar no desenvolvimento do cancer. Apenas 5-10 % de
todos os canceres sdo resultantes de defeitos genéticos hereditarios, sendo os fatores
ambientais 0s agentes que contribuem na promocdo da carcinogénese. Alguns exemplos
desses fatores sdo: quimicos (tabagismo e alcoolismo); agentes fisicos (raio ultravioleta);
agentes bioldgicos (infeccdo por virus, envelhecimento e dieta) (ANAND et al., 2008). Ainda,
0 desenvolvimento de céncer requer propriedades fundamentais como a autoproliferagéo,
perda da sensibilidade aos sinais antiproliferativos, evasdo da apoptose, potencial de
replicacdo ilimitado, manutencdo da vascularizacdo e a invasdo de tecidos/metastase
(RAKOFF-NAHOUM, 2006; HANAHAN et al., 2000).

Em se tratando de cancer de pulmdo, os dados mais recentes da GlobalCan (2012)
reportam que o cancer de pulmao é o primeiro mais incidentes no mundo (seguido de mama,
intestino e préstata), considerado localizacdo primaria mais frequente em homens e terceiro
em mulheres (depois de mama e intestino). Mundialmente, entre os diversos tipos de cancer,
este representa 12,8 % dos casos e 17,8 % das mortes devido essa doenca, sendo sua
incidéncia superior em paises mais desenvolvidos como o0 norte da europa e america,
intimamente relacionada ao tabagismo (HOFFMAN; MAUER; VOKES, 2000). Dentre os
fatores de risco destacam-se o tabagismo (responsavel cerca de 90 % das mortes de cancer de
pulm&o em mulheres e 80% em homens) devido aos compostos carcinogénicos do tabaco
(RIDGE; MCERLEAN; GINSBERG, 2013). Em segundo lugar esta o radonio (PAWEL;
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PUSKIN, 2004) cuja exposi¢do de individuos a solos contaminados, podem ter seu efeito
potencializado pelo sinergismo com a inalagdo do tabaco. Além do rad6nio, outros quimicos
como silica, cromo, cadmio, niquel, arsénico e berilio (NEUBERGER; FIELD, 2003) foram
relacionados como fatores de risco. Ainda, portadores de HIV e a inalagdo passiva do tabaco
através da convivéncia com fumantes estdo caracterizados como fator de risco da doenca
(ENGELS et al., 2008). Alguns fatores como inflamacdo, falhas a nivel molecular e
sinalizacdes intercelulares alteradas, sdo desencadeadoras ou auxiliadoras na patogénese do

cancer.

2.2 Inflamacéo e a carcinogénese

A inflamacdo esté diretamente relacionada com o desenvolvimento do céncer, desde a
iniciacdo até o crescimento tumoral, invasdo, progressao e metastase (HOENERHOFF et al.,
2015). As primeiras relacdes entre a inflamacdo crénica e o cancer datam de 1863 quando o
pesquisador Virchow observou que a presenca de leucdcitos infiltrantes em tecidos era a
marca registrada de tumores neoplasicos (BALKWILL et al.,, 2001). O microambiente
inflamatorio esta presente nos tumores e é caracterizado pela presenca de leucdcitos do
hospedeiro, tanto nos tumores como no estroma, sendo alguns linfécitos podem contribuir
para o avanco do cancer e sua disseminacdo (ALLEN et al. 2015; NEGUS et al., 1997).

Algumas citocinas inflamatorias podem influenciar na sobrevivéncia, crescimento,
diferenciacdo e na interacdo de células tumorais com a matriz extracelular (STARK et al.,
2015). Uma variedade de mediadores inflamatérios contribui para o microambiente que
resultard no desenvolvimento, invasdo e metastase do cancer como, por exemplo, a
interleucina IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF-a), 0s quais contribuem na estimulacdo do
crescimento tumoral, inibicdo de mecanismos de reparo do DNA bem como nas respostas
inflamatdrias (GRIVENNIKOV et al., 2010). Esse microambiente é definido através da
ocorréncia de eventos como a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) por macrofagos
e leucdcitos, ao dano celular, degeneracdo, morte celular, angiogénese estimulada por
citocinas e fatores de crescimento (HAO et al., 2012). Estudos epidemioldgicos demonstraram
que microambiente rico em macrofagos promove tumores mais agressivos € com maior
potencial metastasico (NARDIN et al., 2008). Ocorre entdo o aumento de citocinas proé-
inflamatorias como TNF-o, fator de transcricio NF-kB, recrutamentos macrofagos e

estimulos a angiogenese (VEGF, PDGF) os quais sdo importantes reguladores da
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tumorigénese, associados a progressao tumoral (QIAN et al., 2010). As células tumorais e do
estroma produzem fatores de crescimento que induzem mondcitos a se diferenciar em
macrofagos (HAO et al., 2012). No tumor, esses macrofagos expressam citocinas,
quimiocinas e proteases que promovem a angiogénese, metastase e imunosupressdo
(FIGURA 2). Ocorre o aumento da proliferagdo celular, crescimento tumoral e o
remodelamento da matriz. Esses eventos, somados as alteracdes genéticas e epigenéticas
(necessarias para progressao de células iniciadoras), faz com que ocorra o desenvolvimento
tumoral (GRIVENNIKOV et al., 2010).
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FIGURA 2: Microambiente tumoral e tumor associado a macréfagos (TAM) na progressdo tumoral. Citocinas
promovem angiogénese, metastase e imunosupressao tumoral. Fonte: HAO et al., 2012.

Segundo Kalkwill e colaboradores (2001), os processos inflamatorios também sao
retratados como cofatores de alguns canceres como, por exemplo, o estimulo da
esquistossomose no desenvolvimento de cancer de bexiga e doenca inflamatdria do intestino
no desenvolvimento de cancer colorretal (BALKWILL et al. 2001). Segundo a Sociedade
Americana de Cancer (2007), cerca de 17,8 % dos casos de canceres no mundo tém sua causa

relacionada a agentes infecciosos (PARKIN et al., 2006), como a gastrite crénica pelo
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Helicobacter pylori levando ao desenvolvimento de cancer gastrointestinal (COUSSENS e
WERB, 2002), sendo que 12,1% dessa estimativa, correspondem a infecgdes virais como o
papilomavirus no desenvolvimento de cancer cervical (SMITH et al., 2007). Em estudo
epidemioldgico relacionando agentes infecciosos com prostatite (inflamacdo na prostata),
foram identificados Staphylococcus coagulase-negativo, Enterobacter agglomerans,
Haemophilus parainfluenza e Staphylococcus coagulase negativa em pacientes com prostatite
(GREENBERG et al.,, 1985). Ainda, patégenos como Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Proteus spp., Pseudomonas spp. foram relacionados com o desenvolvimento de prostatite,
tanto aguda como crénica (VIDECNIK et al., 2015).

2.3 Morte celular

Sdo descritas na literatura atividades celulares que resultam na morte da célula: a
apoptose, autofagia, necrose, catastrofe mitotica e senescéncia (GRIVICICH et al., 2007;
DIMRI, 2005; OKADA et al., 2004; CASTEDO et al., 2004). Segundo Ricci e colaboradores
(2006) as alteracbes na coordenagdo desses eventos celulares podem implicar na
tumorigénese. Dentre esses processos, a apoptose e autofagia sdo consideradas controladas
geneticamente ou “programadas”, sendo a autofagia um processo adaptativo e conservado
evolutivamente (RICCI et al., 2006). A apoptose ocorre em resposta a um estresse metabdlico
por exemplo, resultando em degradacdo de componentes celulares (DANIAL et al., 2004). J4,
a senescéncia trata-se de processo metabdlico essencial para o envelhecimento, visto que
através de programacdo genética, ocorrem o encurtamento dos telébmeros e ativacdo de
supressores tumorais (GRIVICICH et al., 2007). Entdo, apés um determinado numero de
divisdes, a célula entra em senescéncia e perde a capacidade proliferativa. A necrose e a
apoptose séo os dois principais eventos de morte celular (SHUH et al., 2013) e falhas nesses

processos estao intimamente envolvidos na tumorigénese.

2.3.1 Apoptose e necrose

Para se preservar a homeostasia entre morte e proliferacdo celular, sinais apoptoticos
apropriados devem ser mantidos bem como a integridade e estabilidade gendmica deve ser
conservada (GOLDAR et al., 2015). Algumas células evadem do controle de crescimento e
diferenciacdo normal, adquirindo a capacidade de resistir a morte celular e se multiplicam de
maneira exacerbada e desorganizada, tornando-se células tumorais. A resisténcia a apoptose é
uma caracteristica da maioria dos tumores malignos (FULDA, 2009; OKADA et al., 2004).

Como caracteristicas morfologicas ocorrentes na apoptose tem-se o encolhimento celular,



20

retracdo da célula - o que causa perda da aderéncia com a matriz extracelular e com células
vizinhas - bem como a condensacdo da cromatina e fragmentagdo nucleossomal. Corpos
apoptoticos sdo formados, fagocitados por macréfagos e removidos sem causar processos
inflamatdrios (ZIEGLER et al., 2004).

J4, a necrose se caracteriza por mecanismo descontrolado que envolve a lise da
membrana celular e consequente extravasamento de seu conteldo - resultando em processos
inflamatdrios. Apesar da necrose ser muitas vezes descrita como consequéncia de estresse
celular (mecénico, calor, choque osmaético), pode ainda ser induzida por outros estimulos.
InteracBes com proteinas de interacdo ao receptor 1 (RIPK1) com RIPK3 formando complexo
de sinalizagédo de necrose ordenada — denominado “necroptose” (VANDEN BERGHE et al.,
2013). A necroptose pode ser induzida por receptores de morte como FAS, TRAILR1, TNF
receptor 1 e 2 e independente da ativacdo de caspases, diferentemente da apoptose. Apesar
dos mecanismo pouco elucidados, a necroptose pode ainda ser resultante de processos de
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e fatores citotoxicos de lisossomos e
mitocondrias, bem como por receptores de reconhecimento de patégenos (PRR) —que
provocam inflamagdo e morte celular em resposta a esses estimulos (MARTINON et al.,
2007).

2.3.2 Caspases

As caspases sdo enzimas proteoliticas amplamente conhecidas devido sua importancia
no controle da morte celular e inflamacéo. As caspases de mamiferos séo divididas de acordo
com sua funcdo: as caspases apoptoticas como as caspase-2, -3, -7, -8, -9 e -10 e as caspases
envolvidas em processos inflamatdrios, caspases- 1, -4, -5, -11 e -12 (SHALINI et al., 2015).
As caspases apoptéticas sdo subdivididas em iniciadoras (caspase-2, -8, -9 e 10) e efetoras
(caspase-3, -6, e -7) de acordo com a presenca ou auséncia de dominios de interacdo proteino-
especificas em relacdo a extremidade N-terminal (FIGURA 3). Dentre as caspases iniciadoras,
as caspases-2 e -9 possuem o dominio de recrutamento de caspases (CARD) e as caspases-8 e
-10 possuem o dominio efetor de morte (DED), sendo as caspases envolvidas na inflamacao (-
1, -4, -5, -11 e -12), possuidoras do dominio CARD. As caspases iniciadoras clivam as
caspases efetoras ativando-as por intermédio de degradacdo de proteinas estruturais, ativagcdo
de enzimas e outras caspases efetoras (CHEN, et al., 2015; HU, et al., 2013).

Tanto as caspases iniciadoras quanto as efetoras, possuem funcdo essencial na

realizacdo de cascatas apoptoticas e nas vias de sinalizagdo (extrinseca e intrinseca) tendo



21

como objetivo iniciar o processo de morte celular (BOYCE et al., 2004). Sendo assim, as
caspases desempenham papel crucial na homeostasia do organismo visto que promovem a
morte celular e a perda de sua fungdo pode resultar no desenvolvimento tumoral. Ainda, as
caspases podem estar envolvidas na tumorigénese através de vias ndo-apoptoticas atraves da
inibicdo da proliferacdo, invasdo e migracao celular (JAGER et al., 2010). As caspases podem
atuar em vias de ativacdo da apoptose: a via intrinseca (via mitocondrial) e a via extrinseca

(ativada extracelularmente).
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FIGURA 3: Classificacdo estrutural e dominios das caspases. Fonte: Shalini et al., 2015.

A via extrinseca da apoptose € ativada por receptores de morte (receptores que contém
sequéncia de 65 aminoacidos), os quais estdo localizados na superficie celular e se ligam a
ligantes extracelulares como o FasL e ao fator de necrose tumoral (TNF-o) através de
proteinas adaptadoras. Essas moléculas adaptadoras recrutam caspase-8 que ativara caspase-3,
resultando no evento da apoptose pela via extrinsica (FIGURA 4) (GRIVICICH et al., 2007;
DANIEL et al., 2001). Ainda, a caspase-8 pode clivar proteinas dando origem a proteina BID
truncada- tBID, a qual se desloca até a mitocéndria e provoca a liberacdo de citocromo ¢
induzindo a via intrinseca de apoptose através da ativacdo de caspase-9 e posterior clivagem
da caspase-3 (EID et al., 2015; OLA, et al., 2011).
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FIGURA 4: Via extrinseca e intrinsica da ativagdo da apoptose. Fonte: ICHIM et al., 2016.

A via intrinseca normalmente é ativada em resposta a por estimulos intracelulares
como danos no DNA, altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), bem como por
infeccdo viral, ativacdo de oncogenes (RICCI et al., 2006), por hipdxia, ou estresse
extracelular como privacdo de fatores de crescimento (GALUZZI et al., 2012). Esses sinais
convergem & organela mitocondria a qual recebe esses estimulos de morte celular e induz o
colapso do potencial da membrana mitocondrial interna. Com isso ocorre a alteragcdo da
permeabilidade mitocondrial, ruptura da organela e, por consequéncia, liberacdo de proteinas
pré-apoptoticas nela presentes (GUPTA et al., 2003; DESAGHER et al., 2000).

A integridade mitocondrial pode ser controlada por membros da familia BCL-2 a qual
subvide-se em duas categorias: as pré-apoptoticas (BAX, BID, BAK, BAD, NOXA e PUMA)
e as anti-apoptoéticas (BCL-2, BCL-XL, BCLW, MCL-1 e Al). Essas proteinas desempenham
importante papel na regulacdo da morte celular programada através do equilibrio entre as

proteinas pré-apoptoticas e anti-apoptdticas. Quando esse equilibrio € rompido, contribui-se
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para evasdo da morte celular, caracteristica de diversos tumores humanos (SCARFO e GHIA,
2013). O evento de inibicdo da morte celular foi demonstrado em experimentos in vivo com
camundongos nocaute para o gene bcl-2 os quais apresentaram morte celular exacerbada
(OLA etal., 2011). A superexpressdo de proteinas anti-apoptoticas da familia BCL-2 tem sido
observada em diversos canceres humanos, podendo ser resultado de translocagdes
cromossémicas ou processamentos pos-traducionais errdbneos. Embora essas translocactes
ndo ocorram comumente em tumores solidos, é observado a superexpressdao de BCL-2 em
tumores de prostata e mama (CATZ et al., 2003}.

Durante a apoptose, as proteinas BAX e BAK sofrem dimerizacdo e se inserem na
membrana externa da mitocondria, dando inicio a via intrinseca (MUKHOPADHYAY et al.,
2014). Apb6s a permeabilizacdo da mitocondria, ocorre o desacoplamento da cadeia
respiratoria e liberacdo de citocromo c para o citosol onde forma o complexo com o fator de
ativacdo apoptdtico (Apaf-1) e caspase-9 (FIGURA 4). Esse complexo Apaf-1/caspase-9 é
denominado apoptossomo, o qual promove a clivagem da pro-caspase-9, liberando caspase-9
ativa: a qual, por sua vez, ativa caspase-3 que resultara no evento apoptético (YUAN et al.,
2013; RUPNARAIN et al., 2004).

Os estudos envolvendo o processo de morte celular e sua correlagdo com o cancer tem
contribuido na busca de novos alvos terapéuticos, importantes para o desenvolvimento de
novas drogas e tratamentos. Visto que a apoptose € um mecanismo inato de defesa
antineoplasica, varios agentes quimioterapicos agem através da inducdo dessa morte celular
(GRIVICICH et al., 2007; NICHOLSON, 2000). Sendo assim, é constante a investigacdo dos
mecanismos moleculares da apoptose, envolvendo, por exemplo, proteinas da familia BCL-2,
p53, p38, NF-kB e caspases, as quais se apresentam promissoras no estudo do céncer
(GOLDAR etal., 2015).

2.4 p38 MAPK

A proteina p38 (MAPK) é um subgrupo das MAP quinases e participa de varios
processos bioldgicos cuja transducdo do sinal pode resultar em inflamagédo, morte celular,
diferenciacéo celular e tumorigénese (ZARUBIN et al., 2005). As variantes da familia p38
compreendem a p38-a, p38-B, p38-y (ERK6, SAPK3) e a p38-6 (SAPK4). Dentre elas, a p38-
a e p38-f sdo expressas ubiquitariamente € S30 responsaveis pela ativacdo de proteinas de

choque térmico (hsps 25 e 27) e MK2. Enquanto a p38-y e p38-06 sdo seletivamente expressas
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e ativadas por ATF2. A isoforma p38-a tem papel essencial na produgdo de varias citocinas
como TNF-a, IL-1 e IL-6, que possuem efeitos pro-inflamatdrios e angiogénicos (KUMAR et
al., 2003), bem como papel regulatério na modulacéo de fatores de transcricdo como NF-xB
(OECKINGHAUS et al., 2009). Ainda, a p38-a esta diretamente relacionada com a invasao
tumoral e angiogénese através da inducdo de metaloproteinases MMP1, MMP3 e MMP13 as
quais regulam o remodelamento e degradagdo da matriz pelas células em metéastase (KOUL et
al., 2013).

A ativacdo de p38 pode ocorrer devido a estimulos extracelulares (FIGURA 5) como
fatores de crescimento como CSF-1 (ZARUBIN et al., 2005); FOLTZ et al., 1997), estresse
como choque osmotico, citocinas inflamatorias (TNF-o e IL-1) e luz ultravioleta (UV),
desencadeando diferentes vias e fatores de trasncricdo como NFxB, p53, ATF-2. A relacdo
entre a ativacdo da via p38 e a inflamacdo foram evidenciadas em doencas inflamatorias do
intestino, artrite reumatoide e Alzheimer (HOLLENBACH et al., 2004; JOHNSON et al.,
2003). A ativacdo da via p38 participa na producdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p,
TNF-a e IL-6), inducdo de enzimas como COX-2 (BADGER et al., 1998), expressdo de
enzimas intracelulares e proteinas aderentes como VCAM-1. Ainda, a p38 possui funcédo
regulatoria na proliferacdo e diferenciacdo de células do sistema imune como GM-CSF, EPO,
CSF e CD-40 (ZARUBIN et al., 2005; LEE et al., 1994).

Evidéncias do envolvimento da via p38 com a apoptose foram reportadas por Huang e
colaboradores (1997), evidenciando que os inibidores da caspase podem bloquear a ativacédo
da p38 por meio do crosslinking com a proteina Fas, sugerindo funcdo de downstream da p38
na ativacdo das caspases (HUANG et al., 1997). Todavia, a agdo da p38 na apoptose depende
do tipo celular e do estimulo ocorrido: em algumas linhagens celulares a sinalizacdo de p38
resulta na morte celular, enquanto em outras linhagens pode auxiliar na sobrevivéncia,
crescimento e diferenciacdo celular (ZARUBIN et al., 2005).

A p38 apresenta funcdo no processo de tumorigénese e senescéncia ha relatos de que
ativacdo de MKK6 e MKK3 levam a fenotipo de senescéncia dependente da atividade da p38
MAPK. A perda da senescéncia € uma caracteristica comum das células tumorais e apresenta
relagdo com a ativacdo da via p38. Segundo Wang e colaboradores (2002), a ativacdo de p38
MAPK foi demonstrada como responsavel pela senescéncia em reposta do encurtamento dos

teldmeros, exposicédo a H,O; e sinalizacdo de oncogenes (WANG et al., 2002).
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FIGURA 5. Via de ativacdo da p38 MAPK. Fonte: CUADRADO e NEBREDA, 2010

2.5 p38-a, JAK-3, INK-3

As proteinas ativadas por mitogenos (MAPK) p38-a e a c-Jun N-terminal kinase JNK s&o
ativadas por estimulos extracelulares como luz UV, enquanto a tirosina quinase JAK3, é
ativadas durante a inflamagéo. Essas enzimas estdo intimamente envolvidas na progresséo de
doencas inflamatorias crénicas bem como na patologia de algumas doencas. Enquanto a JINK1
e JNK2 sdo expressas em muitos tecidos, a JNK3 é seletivamente expressa no cérebro sendo
um marcador em doencas neurodegenerativas, mas presente também em testiculos e coragao
(GOETTERT etal., 2011; BOGOYEVITCH E KOBE, 2006).

A proteina p38-a ¢ expressa de forma ubiquitaria e esta relacionada com a inflamagdo cronica
(SELIG et al., 2012) e a JAK3 ¢é seletivamente expressa em tecidos hematopoiéticos atuando
em células do sistema imune (BAUER et al., 2014). Estudos de Hassan et al. (2010)
envolvendo o TPN quanto ao efeito de inibi¢cdo enzimatica na concentracdo de 5,8 mM
evidenciaram o potencial inibitério para JAK-3, AKT1 e JNK1 correlacionando a sua fungéo
anticancer. Rios et al., (2012) observaram que o triterpeno curcubitacina é considerado
inibidor seletivo da via JAK/STAT, evidenciando seu potencial como composto

antineoplasico.
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Ensaios envolvendo a folha de I6tus bem como seus componentes majoritarios (quercitinas e
catequinas) demonstraram efeito anti-inflamatorio pela via de inibicdo de JNK e NFkB,
sugerindo sua aplicabilidade como agente anti-inflamatério (LIU et al., 2014). Moléculas
capazes de inibir seletivamente quinases p38, JNKs, JAKs apresentam potencial como alvos
contra tumores solidos, hematopoiéticos e doencas inflamatdrias crénicas (BUBICI e PAPA,
2013).

2.6 Tratamentos usuais no cancer

Atualmente a quimioterapia, radioterapia e a cirurgia representam as principais
ferramentas terapéuticas no tratamento de diversos canceres (MACHADO, 2000; MURAD,
1996). A radioterapia e cirurgia conferem cura em um terco dos pacientes, quando o tumor
ainda ndo se disseminou por metastase. Todavia, em caso de neoplasia é necessario a
realizacdo de procedimento sistémico, a quimioterapia, que pode ser efetuada em 60-70 % dos
casos (CHABNER B.A, LONGO D.L. 1996). A quimioterapia, segundo o INCA, trata-se de
método que utiliza compostos quimicos, denominados de quimioterapicos, que quando
aplicados ao cancer, sdo chamados de quimioterapicos antineoplasicos. Uma desvantagem dos
agentes utilizados no tratamento do cancer é a falta de seletividade, pois o agente afeta tanto
as células tumorais quanto as células de tecidos saudaveis. O mecanismo de acdo da maioria
das drogas antineoplasicas ocorre pela interferéncia no mecanismo celular, modificando a
funcdo ou proliferacdo normal das células (DE OLIVEIRA J.C. et al., 2012).

Segundo o INCA (2006), os principais antineoplasicos utilizados no tratamento do
cancer sdo os alquilantes (compostos capazes de substituir um atomo de hidrogénio por um
radical alquil), comprometendo a replicacio do DNA. Por exemplo, o alquilante
ciclofosfamida age em todas fases do ciclo celular; ja os antimetabdlicos como o metotrexato,
inibem a biossintese de componentes essenciais a0 DNA prejudicando sua multiplicacdo e
agem na fase S do ciclo celular; os antibidticos (substancias que interagem com o DNA
inibindo a sintese de &cido nucleico ou proteinas- ndo diferenciando entre células tumorais e
saudaveis), como a actinomicina D; os inibidores mitéticos,que resultam na parada da mitose
na fase de metafase pois atuam na proteina tubulina a qual forma os microtdbulos (que séo
essenciais na formagdo do fuso e migracdo dos cromossomos), interrompendo assim, a
divisdo celular. Diversos efeitos adversos sdo observados na terapia convencional do cancer

utilizando agentes quimioterapicos como nauseas, vomito e queda de cabelo, principalmente
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devido a alta citotoxicidade e por ndo apresentarem seletividade, afetando além das células
tumorais, também tecidos saudaveis. Esses efeitos adversos resultam em desconforto dos
pacientes e, muitas vezes, a resisténcia a farmacos (SAEED et al., 2015).

No caso de cancer de pulmdo, os tratamentos iniciais sdo a cirurgia (quando do estagio
incial da doenga) partindo-se posteriormente para quimioterapia e radioterapia. Os
tratamentos se direcionam de acordo com o tipo do tumor e estagio em que se encontra. Em
tumores de ndo-pequenas células (NSCLC), responsavel pela maioria de todos canceres de
pulméo (85%)(GADGEEL; RAMALINGAM; KALEMKERIAN, 2012), o objetivo é a cura
em estagio | e Il, enquanto em estigios mais avancados, o objetivo é paliativo a fim de
prolongar a vida do paciente. Os tumores de pequenas-células (SCLC), representam cerca de
15 % dos casos sendo doenca maligna com metastases precoces. O tratamento desses
pacientes se direciona de acordo com o estagio, mas incluem radioterapia e quimioterapia
com combinacdo de farmacos como cisplastina, etoposidio, doxorrubicina intercalados com
irradiagbes (GADGEEL et al., 2012). Na auséncia de tratamento, os pacientes com SCLC
apresentam progndstico ruim podendo a sobrevida chegar a algumas semanas. Todavia, a
combinacdo de quimioterapicos como ciclofosfamida, doxorrubicina e vincristina (CAV)
resultaram em melhora significativa na resposta dos pacientes com taxa de 60-80%
aumentando a sobrevida (LOWENBRAUN et al., 1979).

A doxorrubicina (DOXO) é um farmaco muito utilizado no tratamento de diversos
tipos de canceres (pulmdo, mama, préstata, gastrico, intestino, figado, ovario, leucemias
(TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2013; ZHENG et al., 2015) sendo considerado uma das
drogas mais potentes dentre os 132 quimioterapicos aprovados pelo Food and Drug (FDA)
(CARVALHO et al.,, 2009). A DOXO apresenta como mecanismo de acgdo a inibicdo da
topoisomerase | e 11, intercalando-se ao DNA e impedindo a divisdo celular (BOX, 2007) bem
como a geracdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS) (SABUNCUOGLU,
2014). Tal quimioterapico se trata de uma antraciclina de classe | ndo-seletiva que resulta em
apoptose, necrose e senescéncia celular (TACAR, OKTAY, DASS, CRISPIN R. 2013).
Apesar de seu amplo uso em diversos tumores, a DOXO apresenta resisténcia ao tumor e dose
com toxicidade limitante, mas a associagdo desse quimioterdpico com produtos naturais
evidenciaram a reversdo dessa resisténcia, potencializando o efeito da droga em A549
(POORNIMA et al., 2014).
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2.7 Produtos naturais no desenvolvimento de farmacos

Desde os primordios, a humanidade tem aplicado produtos encontrados na natureza
para fins medicinais e curativos, o que instigou os cientistas a estudar o principio ativo desses
produtos e seus metabolitos secundarios a fim de desenvolver medicamentos eficazes (EID et
al., 2015). Cerca de 80 % das drogas antineoplésicas desenvolvidas nas Ultimas trés décadas
sdo oriundas de produtos naturais ou de seus derivados sintéticos, miméticos (NEWMANN e
CRAGG, 2016). A primeira droga anticancerigena desenvolvida a partir de produto natural
foi a podofilotoxina, isolado de Podophyllum peltatum em 1947, o qual possibilitou o advento
de descobertas de outras drogas de origem natural: o paclitaxel (Taxol®), etoposideo
(Etopophos®), teniposideo (Vumon®), vimblastina (Velban®) e a vincristina (Oncovin®)
(COLEGATE et al., 2008). Tanto o paclitaxel, como a vimblastina (Velban®), interferem na
estrutura e funcdo dos microtdbulos, agindo em vias apoptdticas através de mecanismos que
envolvem a expressdo de proteinas da familia BCL-2 (DOSTAL e LIBUSOVA, 2014).

Os produtos naturais sdao amplamente encontrados na natureza, apresentam facil
acesso e aquisicdo, custo baixo e menos efeitos adversos quando administrados
farmacologicamente. Além disso, os metabdlitos provenientes das plantas apresentam baixa
toxicidade e alto potencial de atividade biologica (MANGAL et al., 2013; CHIN et al., 2009).
Os efeitos terapéuticos dos produtos naturais sdo evidenciados por suas propriedades
antioxidantes, antiproliferativa e efeitos pré-apoptdticos em uma variedade de canceres como
leucemia, prostata, mama, cOlorretal, cérebro, melanoma e pancreas (LIU, et al., 2015). Sendo
assim, apresentam-se como candidatos no desenvolvimento de novas drogas no tratamento do
cancer. Segundo Newmann e Cragg (2012), a demonstracdo da atividade dos produtos
naturais devido suas caracteristicas estruturais e farmacoterapéuticas, continuam tendo grande
relevancia no descobrimento de novas drogas desde a década de 1997 até a atualidade.

Estima-se que apenas 5-15% das 250.000 espécies de plantas conhecidas ja foram
exploradas quanto sua atividade bioldgica (EID et al., 2015; KINGHORN et al., 1993),
embora mais de 80% da populagdo mundial utilizem plantas medicinais para fins terapéuticos
(CORDELL, 2002). As principais classes de metabdlitos secundarios indicados como
responsaveis pelo potencial anticancerigeno dos produtos naturais Sd0 0S compostos
fendlicos, (como flavondides), esteroides e alcaloides (EID, et al., 2015). Estudos envolvendo
extratos vegetais, demontraram os efeitos de seus compostos, caracterizando-o0s com potencial
antiproliferativo, antifungico e anticancerigeno, como extrato de Psidium guajava L no
potencial apoptotico em células de prostata e seu efeito na regulacdo negativa de metéstase,

proliferacéo celular e angiogénese (RYU et al., 2012). Ainda, Saeed e colaboradores (2015),
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destacaram o potencial citotoxico e anticancerigeno de extratos de folhas da planta Lawsonia
inermis L., das sementes da planta Trigonella foenum-graecum L. e da planta Ambrosia
maritima L. Também, alguns O&leos essenciais ricos em terpinen-4-ol, D-limoneno,
espatulenol, a-carinol ¢ B-elemeno tém apresentado acdo anticancerigena (COMPAGNONE
etal., 2010).

Kaur e Verma (2015) reportaram uma série de componentes naturais com fatores
anticancerigenos presentes em mel, alho, vegetais, cha verde, café, uvas vermelhas dentre
outros. Ainda, neste estudo, os autores elucidaram o efeito anticancerigeno em terpenos a-
terpineol, (6)-gingerol, (6)-paradol e zerundone (FIGURA 6), componentes extraidos de
Hedychium coronarium, popularmente conhecido como Lirio-do-Brejo, encontrado
comumente no Nepal e india (KAUR e VERMA, 2015). Também, o gingerol apresentou
efeitos inibitorios em céancer colorretal, bem como efeito antioxidante e anti-inflamatorio
(DUGASANI et al., 2010). Sendo assim, os 6leos essenciais apresentam componentes com
potencial anticancer, anti-inflamatério, antioxidante, caracterizando-os como candidatos no

desenvolvimento de novas terapéuticas do cancer.

Alpha Terpineol [6]-paradol

o
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[6]-gingerol Zerumbone

FIGURA 6: Estrutura do o -terpineol, (6)-gingerol, (6)-paradol e zerundone. Fonte: Kaur e Verma, 2015
(adaptado)

2.7.1 a-terpineol (o -TPN)

Os terpenos sdo compostos amplamente utilizados por industrias de perfumarias e
cosméticos como matérias-primas para conferir fragrancias (DE SOUSA et al., 2007), em
industrias de produtos de limpeza como repelente de insetos (MIYAZAWA e OHSAWA
2002), desinfetante (CHEOL et al., 2004) e aromatizante (SINGER et al., 2006), em inddstrias
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farmacéuticas como antifungico (PITAROKILI et al., 2002) e antisséptico (MIYAZAWA et
al., 2002). O efeito anticancerigeno dos terpenos tem sido atribuido devido aos mecanismos
de inducdo de enzimas das fases | e Il do metabolismo carcinogénico; inducdo da apoptose e
inibicdo de modificacdo pds-traducionais das proteinas de regulacdo de crescimento
(WAGNER e ELMADFA, 2003; CROWELL, 1999).

O monoterpeno a-terpineol, componente de Oleos essenciais de muitas espécies de
plantas (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011); DAGNE et al., 2000), apresentou atividade
antibacteriana no caso do terpeno extraido Cinnamomum longepaniculatum (LI et al., 2014).
O potencial antioxidante de a-terpineol foi observado por BICAS et al., (2011) e DAVALQOS
(2004), sugerindo ter potencial de conservante natural para alimentos. O efeito
antimutagénico de a-terpineol extraido da uva foi observado por Di Sotto et al., (2013),
sugerindo a aplicacdo desse componente como quimiopreventivo principalmente a prevenir
dano genotdxico induzido por contaminantes ambientais. Ainda, Souza e colaboradores
(2011) perceberam o efeito gastroprotetor dose-dependente de a-terpineol em experimento
com camundongos modelo animal para Ulcera gastrica, quando o componente foi
administrado via oral.

Bicas et al., (2011), compararam a atividade antiproliferativa dos monoterpenos
limoneno e a-terpineol e perceberam que o segundo (a-terpineol) foi bastante ativo contra
adenocarcinoma de mama (linhagem MCF-7) e leucemia mieloide crénica (linhagem K-562)
— neste 0 a-terpineol demonstrou maior especificidade quando comparado ao limoneno.
Ainda, os autores analisaram os valores de TGI (valor do efeito citostatico total), e inferiram
que a-terpineol apresentou maior efeito do que o controle positivo (doxorrubicina), porém
valor considerado ainda insuficiente para encorajar estudos em animais para validar seu efeito
anticancerigeno in vivo. Concluiu-se que além de aplicacdo como composto aromatico, o o-
terpineol, demonstrou capacidade antioxidante e efeito citotoxico contra linhagens tumorais
(mama, pulmao, préstata, ovario e leucémica) (BICAS et al., 2011). Todavia quando
comparado com o controle positivo doxorrubicina, a atividade antiproliferativa de a -terpineol
foi considerada inferior (100 vezes menor), embora tenha demonstrado efeito muito
semelhante ao limoneno (terpeno ja reportado com atividade cancer-preventiva) (BICAS et
al., 2011).

Células epiteliais de cancer de mama tratadas com a - terpineol por 6 h, regularam
negativamente genes relacionados e regulados por NF-xB, como IL-1B, ILIR1, IFNG, ITK,
EGFR, AKT1S1, TNIK, TRFDD1, BAG1 e BAG3 (HASSAN et al., 2010). Resultados de

Hassan e colaboradores (2010) sugeriram que o a-terpineol induz apoptose de células
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tumorais através de mecanismos que envolvem a inibicdo da atividade de NF-xB. O
tratamento com a-terpineol induz parada no ciclo celular e apoptose, sendo esse efeito dose-
dependente e tempo-dependente. Ainda, os autores evidenciaram certa seletividade de a-
terpineol sugerindo diminuicéo do risco de citotoxicidade contra células de pulmao saudaveis
e linfocitos normais. Todos esses resultados, segundo Hassan e colaboradores (2010), indicam
0 a-terpineol como um composto potencialmente interessante para tratar tumores resistentes a
drogas. Estudos envolvendo compostos naturais e seu efeito anticancerigeno sdo promissores
e envolvem o a-terpineol - demonstrando o crescente interesse por esse terpeno na terapéutica
do cancer (KAUR et al., 2015).

2.7.2 Potencializacdo do efeito terapéutico de quimioterapicos

Um dos desafios no tratamento do cancer é a resisténcia a drogas na quimioterapia, a
qual pode ocorrer devido a desregulacdo da apoptose, mutacdes somaticas ou modificacdes do
metabolismo de drogas (JONES et al., 2016). Algumas estratégias para minimizar esse fato
tém sido estudadas, como, por exemplo, o uso farmacol6gico de compostos naturais
concomitante a administracdo da droga resistente, a fim de potencializar-se o efeito

anticancerigeno.

Nos estudos de Dias-Chavez e colaboradores (2013), células de cancer de mama
(MCF-7) foram tratadas com composto resveratrol juntamente com o quimioterapico
doxorrubicina (DOXO) tendo seu efeito terapéutico e inducdo da morte celular aumentados —
sugerindo assim, seu possivel efeito adjuvante na terapia do cancer de mama. O gene hsp27 é
frequentemente superexpresso em canceres humanos resultando na inibicdo da morte celular e
conferindo resisténcia a antineoplasicos como a doxorrubicina. Os autores reportaram que 0
resveratrol mediou hsp27 regulando-o negativamente como também as proteinas envolvidas
na apoptose e na resisténcia a drogas sensibilizando as células MCF-7 (tumorais de mama) ao
tratamento com doxorrubicina. Eles atribuem ao resveratrol o aumento do efeito terapéutico
da DOXO, provavelmente através da indugdo da apoptose. Também, Poornima e
colaboradores (2014), observaram a potencializacdo do efeito apoptdtico de células de
adenocarcinoma pulmonar de pequenas células humano (A549), quando administrado a
DOXO juntamente com neferina.

Ainda, Zhan e colaboradores (2014) evidenciaram em seus estudos com células de
cancer de mama (MCF-7) o efeito antiproliferativo aumentado dessas células quando tratadas

com o quimioterapico paclitaxel juntamente com o composto natural circuma, demonstrando
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o0 adicdo de efeito e inducdo da apoptose. Os autores atribuiram esse efeito a diminui¢do da
expressdo de BCL-2 e 0 aumento da expressdo de BAX, bem como o bloqueio da sinalizagéo
de EGFR (ZHAN et al., 2014). Com isso, evidenciando novamente o efeito do aumento da
atividade anticancerigena quando da administracdo simultdnea de composto natural com
quimioterapicos, sugerindo a possivel reducdo de doses da droga, e consequentemente sua
toxicidade - 0 que é vantajoso ao paciente.

2.8 Cultivo celular e linhagens

Com o advento de estudos in vitro, utilizando linhagens de células tumorais na
investigacdo de tumores humanos, novos produtos terapéuticos e farmacologicos surgiram e
surgem em busca de proporcionar melhores tratamentos aos pacientes (VERMEULEN et al.,
2003). O Cultivo Celular, mesmo sendo um modelo de funcdo fisioldgica que apresenta
algumas perdas das caracteristicas da célula durante o desenvolvimento in vitro mostra-se
vantajosa como modelo experimental (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2008). Além do
controle do ambiente fisico-quimico (temperatura, CO,, pressdo osmética), baixo custo em
relagdo ao uso de modelos animais e a possibilidade de homogeneidade e constancia das
amostras, o cultivo in vitro recebe respaldo das Comissdes de Etica de Uso de Animais em
Pesquisa (CEUA) que visam substituir o uso de animais em pesquisas (ALVES et al., 2008)

Cultivo primério de células se refere aos cultivos preparados diretamente a partir de
um tecido ou 6rgdo. Nesse processo as células estdo vivas e conservam suas caracteristicas
originais sendo sua proliferacdo limitada, podendo ainda serem removidas do cultivo para
formarem cultivos secundarios (ALBERTS et al., 2010). Os cultivos secundarios sdo aqueles
em que as células foram repicadas, obtidas de um cultivo primario e proliferaram formando
monocamadas, podendo ser subcultivadas por diversas vezes. As linhagens de células
tumorais e a técnica de cultivo celular sdo essenciais na busca e desenvolvimento de novos

farmacos e produtos biotecnolégicos em prol da saide humana.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas linhagem de células humanas de adenocarcinoma pulmonar de
pequenas células (A549), carcinoma de prostata (LNCaP), adenocarcinoma colorretal (Caco-2
e HT-29), adenocarcinoma de mama (MCF-7), adenocarcinoma gastrico (ACP-03) e
macrofagos murinos (Raw 264.7). A linhagem LNCaP foi fornecida pela professora Dr2 lima
S. B. da Silva, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e foi cultivada em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) estéril e 1% de
antibioticos (penicilina e estreptomicina). A A549 foi adquirida do Banco de Células do Rio
de Janeiro (BCRJ) e cultivada em meio RPMI 1640, 10% de SFB e 1% de antibidticos, assim
como a ACP-03 (doada pelo Dr. Diego Bonatto, Laboratério de Biologia Computacional e
Molecular, UFRGS). A Caco-2 (adquirida do BCRJ) foi cultivada em meio DMEM baixa
glicose, suplementado com 1% de aminoéacidos, 10% de SFB e 1% de antibioticos, assim
como a HT-29 (doada por Dr. Eduardo Chiela, Departamento de Biofisica, UFRGS). As
linhagens Raw 264.7 (adquirida do BCRJ) e MCF-7 (doada por Dr. Eduardo Chiela) foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de antibioticos. As células
foram incubadas em atmosfera de 5 % de CO, e 90 % de umidade, a temperatura constante de
37°C.

3.2 Reagentes

O composto isolado a-terpineol (CioH150, >96%; Sigma® St. Louis, EUA) foi
adquirido comercialmente, sendo a aliquota estoque diluida a 40 mM em DMSO (Synth®) e
armazenada a temperatura ambiente por 1 més. A doxorrubicina (98.0-102.0%, HPLC,
Sigma®) foi diluida em DMSO até a concentragéo estoque de 10 mM e armazenada a -20°C.
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Os meios de cultivo DMEM, RPMI-1640 foram adquiridos da Sigma® e o soro fetal bovino
da Cultilab®. Os anticorpos primérios utilizados foram adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology e os secundarios da Cell Signalling. O kit de andlise de morte celular por
citometria “PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I” (BD Pharmingen™) ¢ “SYTOX™
Green Nucleic Acid Stain” foram comprados da ThermoFisher™. O MTT foi adquirido da
Sigma®. Para o0 ensaio de liberagdo de TNF-a foi utilizado o kit comercial “Mouse TNF- a
ELISA Ready-SET-Go!” (eBioscience®). Utilizou-se LPS/E.coli 0127:B8 (Sigma®) para

estimulacdo das células.

3.3 Tratamento das células

3.3.1 Screening com diferentes linhagens celulares

As linhagens LNCap, MCF-7, A549, HT-29, Caco-2 e ACP-03 foram plagueadas na
densidade de 2,5 x 10° células/mL em uma placa de 96 pocos, sendo 200 uL/pogo. Apés 24 h
(exceto para A549 e ACP-03, cuja incubacdo foi de 5 h) as células aderidas foram tratadas
com a-terpineol na concentracao de 200 uM de TPN por 48 h, utilizando o veiculo DMSO 0,5
% como controle negativo (células sem tratamento). Apos o periodo de incubacdo, foi

realizado teste de viabilidade celular por MTT (conforme item 3.4.1).

3.3.2 Tratamento repetido
Com base nos dados do screening selecionou-se a linhagem A549 para os posteriores

experimentos devido sua capacidade de reducdo da viabilidade celular (30 £ 2,9 %) apds 48
h. Para o tratamento repetido, plaqueou-se de 2,5 x 10° células/mL em placa de 96 pogos e
apos 5 h de adesdo das células, tratou-se com o TPN (100 e 200 uM) e a DOXO (1 uM e 0,5
HUM) por 48 h, de forma isolada e em associagdo, utilizando o veiculo DMSO 0,5 % como
controle negativo (células sem tratamento). Apds esse periodo, foi realizado renovacdo do

tratamento apds 48 h e 96 h e observado efeito até 144 h.

3.3.3 Tratamento Unico com reposi¢ao de meio de cultivo
Apos dados do tratamento repetido, objetivou-se observar se o efeito na reducdo da

viabilidade seria mantido apos tratamento Unico seguido de substituicdo por meio de cultivo.
Para o ensaio, as células foram tratadas e manipuladas conforme item 3.3.2, sendo substituido

o0 tratamento por meio de cultivo nos periodos de 48 h e 96 h.
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3.3.4 Tratamento para anélise por citometria de fluxo
Para a andlise de morte celular por citometria de fluxo, plaqueou-se as células na

densidade de 1 x 10° células/mL em placas de 12 pocos. Apés 5 h de adesdo das células, o
tratamento foi realizado com o TPN (200 uM) e a DOXO (1 puM) de forma isolada e em
associacdo, por 48 h, utilizando o veiculo DMSO 0,5 % como controle negativo (células sem

tratamento).

3.4 Viabilidade celular

3.4.1 Meétodo MTT

O teste por MTT € um ensaio colorimétrico para avaliar a atividade metabdlica da
célula. O principio do método consiste na absorcdo do sal MTT pelas células, sendo ele
reduzido a formazana, no interior da mitocondria. Este produto, acumulado dentro da célula, é
extraido através da adicdo de um solvente apropriado (Mosmann, 1983). Para o teste, as
células tratadas foram incubadas por 48 h e 144 h. Ap6s o periodo de incubacdo, se desprezou
0 sobrenadante e se adicionou-se 200 pL do corante MTT (5 mg/mL, Sigma®) dissolvido em
meio, incubando-se as células por 3 h. Em seguida, o meio foi removido cuidadosamente e
adicionado 200 puL de DMSO para solubilizacdo dos cristais de formazana. As placas foram
agitadas durante 5 minutos e a absorbéancia das amostras mensuradas por espectrometria em
leitor de ELISA (SpectraMax) a 570 nm.

3.4.2 Citotoxicidade por exclusdo com azul de tripan

O corante azul de tripan adentra as células com membrana rompida corando-as de
azul, enquanto as células viaveis permanecem translicidas. Para este ensaio, 5x10* cél/mL
foram adicionadas em placa de 48 pocos e ap6s o periodo de adesdo (5 h), foram tratadas com
100 puM e 200 pM de TPN em associagdo ou ndo com DOXO 1 uM por 144 h. Apos, as
células foram desprendidas da placa por tripsinizacéo e realizada a contagem com fator de
diluicdo (FD) 1:10 (10 uM da suspensdo celular foi adicionado a 90 uM de azul de tripan). O
numero de celulas viaveis foi determinado pela média dos quadrantes da cdmara de Neubauer,

multiplicados pelo fator de diluicéo e fator da camara (10%), conforme férmula abaixo:

Média n° cél no quadrante x FD (10) x 10*
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3.5 Avaliagéo do mecanismo de morte celular por citometria de fluxo

O ensaio de morte celular foi realizado por citometria de fluxo utilizando marcadores
especificos de apoptose e necrose através do kit comercial PE Annexin V Apoptosis Detection
Kit (BD Pharmingen ™). O marcador de fosfatidilserina (Anexina-V) é um marcador de
células em apoptose, enquanto que o corante de DNA 7-AAD é usado para marcar células em
necrose e em estagios finais da apoptose. Para o ensaio, as células foram plaqueadas na
densidade de 2 x 10* células em placas de 12 pocos, tratadas com 200 pM de TPN e DOXO 1
UM sozinhos e associados, sendo feita analises apds 48 h e 144 h de tratamento. Apos o
periodo de incubacdo, as células foram desprendidas da placa utilizando tripsina-EDTA (1,25
mM em PBS 1x, pH 7,4) na proporg¢éo 1:4, centrifugadas e o pellet ressuspendido em 100 pL
do tampdo para marcacao do kit. Ent&o, foram adicionados 2 uL de 7-AAD e 2 pL de anexina
nas amostras, permanecendo um controle sem marcacdo e dois controles marcados com
apenas um dos fluoréforos para compensacdo.As amostras foram incubadas por 15 minutos
no escuro e analisadas em citdmetro de fluxo (BD Accuri C6), através do software BD

Accuri™ C6.

3.7 Inibicéo enzimatica

A metodologia consiste em determinar o potencial inibitorio dos diferentes extratos
vegetais através da avaliacdo da fosforilacdo do substrato especifico STAT3 da proteina JAK3
e a fosforilacdo do substrato ATF-2 da p38-a e JNK3, pelo método ezimatico ELISA direto,
utilizando anticorpos especificos. O potencial inibitério é inversamente proporcional a
densidade Optica (absorbancia). Resumidamente, foram utilizadas placas de 96 pocos,
incubadas com substrato ATF-2, por 18 h a 4°C. Apds lavagem, foi adicionado tampdo de
bloqueio e incubado por 30 minutos & temperatura ambiente. Foi adicionado a mistura de
reacdo de quinase contendo a enzima. A reagdo p38-a foi realizada utilizando-se quinase (12
ng por poco), ATP (100 mm) e incubadas durante 60 min a 37° C. Para o0 ensaio da atividade
de JNK3 foi usado quinase (10 ng por poco), ATP (1 mm) e 45 min de incubacdo a 37°C. A
fosforilagdo de ATF-2 foi detectada com um anticorpo especifico antifosfo ATF-2 (Thr69/
71) (60 min a 37 °C). Ap06s cada periodo de incubacéo, a placa foi lavada trés vezes com &gua

destilada. A densidade otica foi medida apds a adi¢do do substrato a 450 nm por ELISA.
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3.8 Analise da inibic&o da liberacdo de TNF-a em RAW 264.7 e em sangue total humano

Para 0 ensaio de liberacdo de TNF-a, as células da linhagem RAW 264.7 foram
plaqueadas na densidade de 1x10° cél/mL em placas de 6 pocos e incubadas por 24 h. Ap6s,
foram tratadas com o TPN e DOXO e incubadas por 1 h. Apés o periodo de incubacdo do
tratamento, lipopolissacarideo (LPS a 1pg/mL) foi adicionado em cada amostra e incubado
por 24 h antes da coleta do sobrenadante para andlise. Da mesma forma, para analise em
sangue total humano, as células foram plaqueadas e tratadas por 15 min antes da estimulacao
por LPS por 4 h, seguida da coleta do sobrenadanete para analise. As amostras coletadas
foram submetidas ao teste de ELISA. Apos a adicdo do substrato, interrompeu-se a reacdo
com solu¢do “Stop Solution” (H3PO,4, 1M) e as amostras foram lidas em espectofotdmetro a
450 nm.

3.9 Migracao celular

A migracdo das células de uma area para outra, geralmente em resposta a um sinal
quimico, é fundamental para a metastase tumoral (BRAVO-CORDERO et al., 2012). Para o
teste de migracdo celular, as células foram cultivadas (5 x 10° cél/mL) até atingirem
confluéncia de 80 % em placas de 6 pocgos por 24 h. Apos, foram feitos dois riscos
transversais na monocamada com o uso de uma ponteira de 200 pL e adicionado o tratamento
com TPN 100 pM e 200 uM e o veiculo DMSO 0,5 % como controle. Esses riscos (duplicata)
determinam uma descontinuidade da monocamada e as células que margeiam esse risco
tenderdo a migrar para o espaco vazio. As placas foram fotografadas com microscopio
invertido de contraste de fase (Labomed, TCM400) no aumento de 200 x. As fotos obtidas
foram avaliadas através do software TScratch (ETH Zurich) para célculo de migracdo. O
programa gera o valor percentual do fechamento da ferida para cada amostra, sendo
posteriormente realizado manualmente o clculo comparativo entre o controle (que representa

100 %) e o grupo tratado (% do controle a ser descoberto).

3.10 Andlises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados através do método estatistico Analise de Variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. As andlises estatisticas foram realizadas com o
software GraphPad Prism 5, sendo adotado o nivel de significancia de p<0,05. Todos o0s

experimentos foram realizados em triplicata.
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4.1 Screening da viabilidade celular pés tratamento com a-terpineol

A fim de avaliar o potencial do a-terpineol frente a reducéo da viabilidade celular de

linhagens tumorais humanas, realizou-se um screening utilizando o ensaio de MTT apoés

tratamento com 200 uM (dose estabelecida por protocolo padrdo do laboratério) de TPN por

48 h. Dentre as seis linhagens analisadas, trés delas apresentaram reducdo significativa da
viabilidade celular: MCF-7 (74 £ 1,15 %), HT-29 (75 = 3,7 %) e A549: (70 £ 2,9 %)

(FIGURA 7). Com base nesses resultados e, somado ao fato de ndo haver relato na literatura

envolvendo a-terpineol e Ab49, selecionou-se esta linhagem para a continuidade dos

experimentos.

1401
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804 ol
60+
404
204

Viabilidade Celular (%)

(3 Controle
3 Veiculo (DMSO 0,5 %)
@ TPN [200 pM]

*%

*%k%

LNCaP Caco-2 MCF-7

ACP03

HT-29

A549

FIGURA 7: Screening da viabilidade de linhagens tumorais humanas. As células foram tratadas com 200 uM de
a-terpineol (TPN) por 48 h e a viabilidade avaliada pelo método MTT (n=3). Analise ANOVA (Bonferroni),

**p<0,01; ***p<0,001 comparado ao veiculo.
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4.2 Associacao do a-terpineol com quimioterépico

O quimioterapico doxorubicina foi escolhido para a realizacdo dos experimentos de
associagdo com o TPN. Primeiramente, foi realizada uma curva de dose para determinar a
concentracdo a ser utilizada. As células A549 foram tratadas por 48 h com doses crescentes de
DOXO, como apresentado na FIGURA 8. A dose de 1 uM do quimioterapico foi capaz de
reduzir a viabilidade & 54 % (ICs5p=2,6 UM), sendo selecionada para 0s experimentos de
associacdo do TPN com a DOXO.

100+
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3 75+
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FIGURA 8: Curva de dose da doxorrubicina em células A549. As células foram tratadas com doxorrubicina em
concentragdes crescentes de 0,01 & 100 uM por 48 h. A viabilidade celular foi avaliada por MTT (n=3).

Posteriormente, foi avaliado o efeito da associacdo entre 0 TPN e a DOXO em células
A549. Com base no screening de viabilidade celular realizado em diferentes linhagens, foi
utilizada concentracdo de TPN (200 uM) e a DOXO (1 uM). Além disso, avaliou-se uma
concentracdo inferior do TPN (100 uM) para certificar a dose com melhor efeito. De acordo
com os resultados apresentados na FIGURA 9, o TPN a 100 uM reduziu a viabililidade das
células para 89 + 1,9 % apds 48 h de tratamento, ndo apresentando diferenca estatistica em
relacdo ao veiculo. Ja o TPN & 200 uM, por sua vez, reduziu a 68% + 5 % - semelhante a
DOXO, que reduziu para 62 = 2 %. Em relacdo & associagdo, observou-se uma
potencializacdo do efeito de reducdo da viabilidade na concentracdo de 100 uM (53 +1,8 %)
e 200 uM (49 + 1,8 %) de TPN.
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FIGURA 9: Avaliacdo da viabilidade de células A549 tratadas com a-terpineol e doxorrubicina. As células
foram expostas aos compostos a-terpineol (TPN) e doxorrubicina (DOXQO) por 48 h. A viabilidade foi avaliada
pelo método de MTT. Analise ANOVA (Bonferroni), ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.(n=4).

Visando a otimizacdo e reducdo da dose de DOXO, reduziu-se a concentracdo a
metade 0,5 pM, associada com o TPN, a fim de reduzir a quantidade a ser utilizada. Apenas
a concentracdo de 200 uM de TPN, quando associado a DOXO 0,5 uM (65 £ 4,3 %),
apresentou diferenca estatistica em relagdo a DOXO 0,5 uM (79 + 4 %) (FIGURA 10).
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FIGURAL0: Efeito da associacdo de doxorrubicina e a-terpineol em células A549. As células foram tratadas
com doxorrubicina (DOXO) e a-terpineol (TPN) por 48 h. A viabilidade foi avaliada pelo método de MTT.
Anélise ANOVA (Bonferroni), ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; NS: ndo significativo (n=4).
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Visto que o efeito de diversos farmacos utilizados na terapéutica do cancer se da a
longo prazo, objetivou-se avaliar o efeito do terpeno apos 6 dias de tratamento repetido. Desta
forma, as células foram expostas a dois tratamentos distintos por um periodo de 144 h: a)
tratamento com reposicdo de TPN, b) tratamento sem reposicdo de TPN. A FIGURA 11
indica os resultados da primeira avaliacdo, apds o tratamento de 6 dias (144 h) com reposi¢édo
de TPN a cada 48 h. Foi observada gradativa reducdo da viabilidade celular com
comportamento tempo- e dose-dependente. Nos trés tempos avaliados (48 h, 96 h e 144 h), o
TPN na concentracdo de 200 uM evidenciou um comportamento semelhante a DOXO 1 uM -
ndo apresentando diferenca estatistica em relacdo a doxo. Apds 96 h de tratamento, o TPN na
concentracdo de 100 puM reduziu a viabilidade para 63 £ 11,4 %, enquanto que o TPN na
concentracdo de 200 pM reduziu ainda mais a viabilidade (18 + 4,5 %), similar a
concentracdo de 1 uM de DOXO, que apresentou 19 + 5,8 % de viabilidade. Entretanto, a
associacao do TPN de 100 uM com a DOXO 1 uM reduziu a viabilidade das células a 17 +
5,2 % e a associacdo de TPN 200 uM e DOXO 1 uM: 14 + 4,6 %. Porém, ap6s 144 h de
tratamento, as células tratadas com 100 uM de TPN apresentaram uma viabilidade de 32 + 8,4
%, enquanto que as células tratadas com 200 uM de TPN e 1 uM de DOXO apresentaram
viabilidades de 12 + 2,2 % e 11 + 2,1 %, respectivamente. As células tratadadas com a
associacdo dos dois compostos, TPN (100 pM) e DOXO (1 uM) apresentaram uma
viabilidade reduzida a 11 + 2,3 %. Assim como as células tratadas com a associacdo de TPN
na concetracdo de 200 UM e DOXO de 1 uM apresentaram 10 + 2,4 % de viabilidade. Por
outro lado, a potencializacdo de efeito da associacdo de TPN com DOXO observada em 48 h,
ndo se manteve ao final das 96 h e 144 h de tratamento repetido.

J& na segunda avaliacdo, apds o tratamento Unico com os compostos TPN e DOXO,
foi realizada sucessiva reposicdo apenas de meio de cultivo, sem tratamento, a cada 48 h. Na
FIGURA 12 é possivel observar que o efeito de reducdo gradativa da viabilidade celular se
manteve. Em 96 h: TPN 100 uM (79 £ 9 %), TPN 200 uM (43 + 5,2 %) semelhante a DOXO
1 uM (39 = 7,2 %), enquanto que associados TPN 100 uM +DOXO 1 uM (36 + 6,3 %) e
TPN 200 uM + DOXO 1 UM (32 + 6,7 %). Ja em 144 h: TPN 100 uM (61 £ 14 %), TPN 200
UM (22 £ 6 %) semelhante a DOXO 1 uM (20 + 1,2 %), enquanto que associados TPN 100
UM + DOXO 1 uM (17 + 2 %) e TPN 200 pM + DOXO 1 uM (16 +1,8 %).
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FIGURA 51: Efeito crénico da associagdo de doxorrubicina e a-terpineol em células A549. As células foram
tratadas com doxorrubicina (DOXO) e a-terpineol (TPN) por 144 h, sendo o tratamento reposto a cada 48 h.
Anélise ANOVA (Bonferroni), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao veiculo; NS: ndo significativo.
(n=4).
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FIGURA 62: Efeito cronico da associacdo de doxorrubicina e a-terpineol em células A549. As células foram
tratadas uma Unica vez com doxorrubicina (DOXO) e a-terpineol (TPN) e a cada 48 h o meio de cultivo foi
trocado. Analise ANOVA (Bonferroni), p<0,05; NS: ndo significativo. (n=4).
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Através do teste de citotoxicidade por exclusdo com azul de tripan, observou-se
comportamento semelhante ao apresentado no teste de viabilidade por MTT. O TPN 200 pM
reduziu a viabilidade celular similarmente a DOXO 1 uM apds 144 h de tratamento, sem
apresentar diferenca significativa entre eles (FIGURA 13A), assim como, apos 48 h de
tratamento apenas com o TPN 200 UM, que reduziu a 75 % a viabilidade celular (FIGURA
13B).
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FIGURA 13: Citotoxicidade de o-terpineol em células A549. As células foram tratadas com a-terpineol (TPN)
em associacdo ou ndao com doxorrubicina (DOXQO) por (A) 144 h ou (B) 48 h. A citotoxicidade foi avaliada
através de contagem por exclusdo com azul de tripan. Analise ANOVA (Bonferroni). **p<0,01, ***p<0,001;
NS: ndo significativo. (n=4).

4.3 Alteragdes morfologicas

Apbs os tratamentos de 48 h e 144 h, as células foram fotografadas para avaliar as
alteracbe morfologicas resultantes da exposicdo ao quimioterapico e ao terpeno bem como
associacdo de ambos os compostos. Foi possivel observar uma reducdo significativa da
populacéo celular apos o tratamento de 48 h com o TPN em 200 uM e DOXO em 1 puM, bem
como nas associacdes (FIGURA 14). J4, apds 144 h, observou-se reducdo na populacdo

celular quando tratada com 1 puM de DOXO, 200 uM de TPN e suas associages. Apos
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tratamento por 144 h com DOXO 1 uM foi possivel observar alteragdo morfoldgica da célula
como nucleo picnotico e pseuddpodes em forma de crescente (FIGURA 14).

48 h 144 h

Controle DOXO 1uM Controle DOXO 1pM

TPN 200uM TPN 100pM TPN 200puM

Ly

FIGURA 74: Altera¢Ges morfoldgicas apos 48 h e 144 h de tratamento com o a-terpineol (TPN), doxorrubicina
(DOXO) e suas associagdes. Aumento de 100 x e 200 x.

4.4 Inibicao enzimatica

Com base nos resultados de viabilidade celular, partiu-se para a analise de mecanismo
celular pelo qual os compostos estariam atuando. Inicialmente, foi avaliado o potencial do
TPN de inibir a atividade das proteinas p38-a, JAK-3 e JNK-3 in vitro. De acordo com a
FIGURA 15, o TPN apresentou potencial inibitério de p38-a (ICsp = 729 uM). A
concentracdo de 200 UM de TPN teve uma capacidade inibitoria de 30 % quando comparada
ao inibidor padrdo SB203580 (IC50=0,061 puM). Ja, para JAK-3, o TPN apresentou um ICsq =
6,3 UM, enquanto que o padrao Tofacitinib exibiu um ICso= 2,3 nM. Em relac¢do a inibicdo de
JNK-3, ndo foi possivel determinar um 1Cso para 0 TPN com base nas concentragdes testadas,
entretanto, o padrdo SP600125 apresentou I1Csy = 0,160 M.
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FIGURA 85: Potencial inibitério in vitro de a-terpineol sobre a atividade das proteinas p38-a, JAK-3 e JNK-3.
(A) Inibigdo de p38-a; (B) inibi¢do de JAK-3; (C) inibicdo de JNK-3 (n=2). ND, ndo determinado.

4.5 Liberacédo de TNF- a

Apds a andlise de inibicdo enzimatica, foi avaliado o efeito do TPN sobre a liberagédo
de TNF-a. Primeiramente, as células foram tratadas por 48 h, 96 h e 144 h, porém, ndo foi
possivel observar diferenca significativa na liberacdo dessa citocina entre os tratamentos e
periodos de exposicéo a droga analisados (FIGURA 16).
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FIGURA 96: Efeito do a-terpineol sobre a liberacdo de TNF-a em células A549. As células foram tratadas com
a-terpineol (TPN), doxorrubicina (DOXO) e sua associa¢do em diferentes tempos (n=1).

Posteriormente, analisou-se a capacidade do TPN de inibir a liberacdo in vitro de
TNF- a em sangue total humano (ELISA) apds estimulagdo por LPS. Para esse ensaio,
concentragdes crescentes do TPN (50 uM a 400 pM) foram utilizadas a fim de determinar a
concentracdo com efeito. Apenas na concentracdo de 400 uM de TPN, observou-se inibicédo
de 13,5 % de TNF-o (FIGURA 17).

a-terpineol Inibicdo (%)
400 pM 13,4913602
200 uM -7,9973416
100 uM -9,10500665

50 uM -11,8741693

Figura 107: Efeito do a-terpineol sobre a liberagdo de TNF-a em sangue total humano (n=1).
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Por ultimo, foi avaliado o efeito do TPN sobre a liberagdo de TNF-o em macrofagos
RAW 264.7 estimulados com LPS por 24 h. Como mostrado pela FIGURA 18, ndo foi

observada nenhuma inibicdo de TNF-a quando comparado as células controle.

Raw 264.7

0.00 [ I

LPS [1 pg/mL - + + +
TPN [100uM] - - + -
TPN [200uM] - - - +

FIGURA 18: Efeito do a-terpineol sobre a liberacdo de TNF-o em macrogfagos Raw 264.7. As células foram
tratadas com 100 uM e 200 puM de a-terpineol (TPN) e apds, estimuladas com LPS por 24 h (n=1).

4.6 Citometria de fluxo

O efeito do TPN sobre a morte das células A549 foi avaliado por citometria de fluxo
utilizando os marcadores anexina e 7-AAD. Na FIGURA 19 é possivel observar que apos 48
h de tratamento, o TPN (200 uM) induziu em torno de 13 % de células a apoptose e 7,3 % a
necrose, mantendo a viabilidade de cerca de 77 % da populacdo celular. Por outro lado, a
DOXO (1 uM) induziu 17 % das células a apoptose e 21,5 % a necrose. Ja, quando associados
0 TPN e DOXO, o numero de células necréticas aumentou para 33,5 %, enquanto que as
células apoptoticas se mantiveram na faixa de 16,5 %.
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FIGURA 19: Efeito do a-terpineol sobre a morte programada de céluas A549. (A) As células foram tratadas por
48 h com a-terpineol (TPN), doxorrubicina (DOXO) e sua associacdo. (B) Fluxograma de dispersdo de
citometria de fluxo de A549 coradas com anexina V-PE e 7-AAD-FITC. O quadrante inferior esquerdo mostra
as células viaveis, que sdo negativas para anexina V e 7-AAD. O quadrante inferior direito representa as células
apoptaticas, positivas para anexina V e negativas para 7-AAD. O quadrante superior direito contém as células
apoptaticas tardias ou necréticas, que sdo positivas para anexina V e 7-AAD. Anélise ANOVA (Bonferroni).
**p<0,01, ***p<0,001; NS: ndo significativo. (n=2).

De acordo com a FIGURA 20, ao analisar a morte celular ap6s 6 dias de tratamento,
com o TPN a 200 uM, ocorre uma reducdo de aproximadamente 40 % de apoptose para as
celulas remanescentes e 1,4 % de necrose, sendo 57 % viaveis. Porém, deve-se considerar o
desvio encontrado entre os experimentos realizados. J4, a DOXO 1 pM apresentou taxas
semelhantes para necrose e apoptose (28 % e 28,2 % respectivamente). Quando associados o
TPN e DOXO, a taxa de necrose foi de 52,3 % e apoptose 21,5 %.
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FIGURA 20: Efeito do a-terpineol sobre a morte programada de céluas A549. (A) As células foram tratadas por
144 h com a-terpineol (TPN), doxorrubicina (DOXO) e sua associacdo. (B) Fluxograma de dispersdo de
citometria de fluxo de A549 coradas com anexina V-PE e 7-AAD-FITC. O quadrante inferior esquerdo mostra
as células viaveis, que sdo negativas para anexina V e 7-AAD. O quadrante inferior direito representa as células
apoptaticas, positivas para anexina V e negativas para 7-AAD. O quadrante superior direito contém as células
apoptaticas tardias ou necréticas, que sdo positivas para anexina V e 7-AAD. Anélise ANOVA (Bonferroni).
**p<0,01, ***p<0,001; NS: ndo significativo (n=2).

O fenbmeno de migracao foi analisado por 72 h e 120 h a fim de avaliar o fechamento
central da descontinuidade da monocamada apos tratamento com o TPN. Apo6s 120 h,
observou-se que na concentragdo de 200 uM o TPN resulta em reducdo estatisticamente
significativa da migracdo celular (35 % de fechamento) quando comparado ao controle
veiculo (58 % de fechamento) (FIGURA 23). Em constraste, observou-se reducao do efeito
quando do tratamento com metade da concentragdo do TPN (63 % de fechamento), enquanto
que em 72 h observou-se fechamento de 15 % (TPN 200 uM), 45% (TPN 100 uM) e 43 %

(controle veiculo).
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FIGURA 111: Andlise da migracdo celular em A549 apds tratamento com TPN. A) Expressdo gréfica da
migrac8o apos 72 h e 120 h. n=2/1. B) Alteracéo visual da migracéo celular apds 120 h de exposi¢éo ao TPN nas
concentragdes de 100 e 200 uM em comparagéo ao controle (DMSO 0,5%). Aumento 200 x. n=2.
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5. DISCUSSOES

Os produtos naturais sdo fonte de estudos na busca por novas biomoléculas para
desenvolvimento de farmacos. Os terpenos, componentes dos 6leos essenciais, como o a-
terpineol, sdo interessantes fitoconstituintes estudados quanto as suas propriedades biolégicas
e terapéuticas. Alguns estudos envolvendo o TPN relataram além do seu efeitos antiséptico e
anti-inflamatorio, o efeito anti-proliferativo em diferentes linhagens celulares, embora seu
mecanismo de acao ainda permaneca pouco elucidado.

Hassan (2010) demonstraram o efeito anti-cancer de a-terpineol em linhagem
pulmonar NCI-H69 (adenocarcinoma de pequenas células). Os autores evidenciaram que
dentre as 10 linhagens tumorais analisadas, a linhagem NCI-H69 foi a mais sensivel ao TPN -
fato que concorda com o screening realizado neste trabalho. O presente trabalho, relata pela
primeira vez, o efeito do TPN frente a linhagem de cancer de pulmdo A549, sendo que esta
também foi a linhagem mais sensivel ao TPN dentre as 6 analisadas. A dose e 0 tempo
utilizados por Hassan (780 uM a 12,5 mM por 72h), foram superiores aos utilizados
inicialmente neste estudo (200 uM, 48h). O método utilizado pelos autores para experimentos
de citotoxicidade foi FMCA, o qual se baseia na fluorescéncia gerada por células com
membrana intacta. Neste trabalho utilizou-se método MTT (para viabilidade celular) o qual
avalia a atividade mitocondrial das células viaveis e a exclusdo por azul de tripan (para
citotoxicidade) que avalia incorporacdo do corante por células com membrana danificada.
Mesmo utilizando um método diferente e outra linhagem pulmonar (NCI-H69), observa-se a
consténcia do efeito anti-proliferativo do TPN de maneira dose e tempo-dependente, visto que
houve 50 % de reducdo em 72 h na dose de 260 UM (HASSAN et al. 2010) e no presente
estudo: 30 % de reducdo em 48 h na dose de 200 pM.
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Ainda, no presente trabalho, a linhagem colorretal (HT-29) teve a viabilidade celular
influenciada pelo TPN, da mesma forma como observado por Hassan et al. (2010) em outras
duas linhagens colorretais (HCT-116 e HCT-8). Embora Hassan ndo tenha evidenciado efeito
do TPN na linhagem HT-29 pelo método FMCA, observou-se reducéo significativa (75 %) da
viabilidade celular nesta mesma linhagem pelo método MTT. Além disso, o TPN reduziu a
viabilidade MCF-7 em 74 % ap06s tratamento com 200 uM de TPN. Esse efeito pode estar
relacionado com inibicdo de genes como IL-1b, IL1IR1, AKT1S1 (regulados por NF-kB),
observado por Hassan nesta mesma linhagem.

Poornima et al. (2014) associaram um composto natural 8 DOXO com intencdo de
sensibilizar A549 ao quimioterpico para reverter casos de resisténcia a droga. No presente
estudo, a justificativa da associacdo foi, além da resisténcia, a potencializacdo do efeito, e
reducdo da dose do quimioterapico.

Quando avaliada a viabilidade das celulas na associagdo de TPN 200 uM e DOXO 1
MM observa-se potencializacdo do efeito frente a reducdo da viabilidade em 51 %, em
comparacdo a ambos compostos isoladamente TPN (32 %) e DOXO (38 %). Essa
potencializacdo do efeito, indica potencial aditivo entre os compostos — concordando com 0s
resultados de Poornima et al. (2014) que observou aumento da citotoxicidade para 49 %
qguando da associacdo de DOXO 2 uM com neferine 10 uM. Os autores sugerem que co-
tratamento de neferine com doxo, demonstrou efeito tdxico minimo em linhagem de
cardiomiécito embrionario H9C2, comparado a DOXO 2 uM sozinha. Tendo em vista a
possivel seletividade deste composto natural, pode-se sugerir que o TPN também possa
desempenhar tal efeito (necessario mais estudos em linhagens ndo-tumorais). Ainda
comparando com dados de Poornima et al. (2014), no presente estudo utilizou-se a metade da
dose de DOXO para associacdo em 48 h obtendo resultados de potencializacdo de efeito
semelhantes (51 % neste estudo e 49 % dos autores).

Em relacdo a morfologia, ap6s 6 dias de tratamento com a DOXO 1 uM observou-se
alteracdo em algumas celulas de A549 (como nucleo picndtico, vacuolos e pseudopodes em
forma de crescente). Tal comportamento também é relatado por CRESCENZI; PALUMBO,;
BRADY (2005), ap6s 10 dias de tratamento com DOXO 0,5 uM na mesma linhagem - fato
esse sugerido pelo autor como resultante da senescéncia celular. Segundo os autores, baixas
doses de doxorrubicina induzem senescéncia prematura em boa parte das células dessa

linhagem inviabilizando-as de proliferarem.
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Em se tratando do efeito de tratamento repetido até 144 h, observou-se que o efeito de
reducdo gradativa da viabilidade celular se manteve. Posteriromente optou-se por tratamento
unico seguido de reposicdo de meio a cada 48 h até o 6° dia. De forma similar, foi
demonstrado em uma linhagem de céancer de pulmdo, no qual o tratamento inicial e sua
reposicdo de meio por 6 dias, resultou em aumento e potencializagdo do efeito quando
associado etoposidio com verapamil (MERRY et al., 1998). Ainda, CRESCENZI et al. (2005)
relataram que tratamento inicial com roscovitina e reposi¢do de meio por 6 dias, induziu as
células a senescéncia e modificou significativamente sua morfologia. Esses exemplos
sugerem que o efeito se d& pelo mecanismo inicial da primeira dose — a qual perdura com o
passar do tempo.

Dentre os diversos mecanismos relacionados a indugdo de senecéncia, parada no ciclo
celular, o TPN destaca-se quanto a inibi¢do da rota de NFxB e citocinas j& observada por
HASSAN et al (2010). Desta forma, buscou-se avaliar a atividade do TPN frente a inibi¢&o da
liberacdo de TNF- a.

Quanto a liberacdo de TNF-a, ndo foi possivel observar diferenca significativa apds 48
h, 96 h e 144 h de tratamento com TPN — provavelmente devido ao terpeno néo ter efeito na
producdo de citocinas na auséncia de estimulo (NOGUEIRA et al., 2014). Resultados em
linhagem de macrofagos ap6s 24 h de estimulacdo com LPS evidenciaram a ndo interferéncia
do TPN na inibicdo da liberacdo de TNF- a. Esses dados concordam com Nogueira et al.
(2014) que afirmou que a producdo dessa citocina pos estimulacdo por LPS nédo foi afetada
pelo TTO (terpinen-4-ol e a-terpineol) transcorridas 24 h de exposi¢do & mesma concentragdo
de LPS e linhagem celular utilizadas neste trabalho. Somado a isso, os dados de HART et al.
(2000) igualmente concordam com o exposto, visto que os autores observaram que 0 TPN néo
influe sob as citocinas TNF- a, IL-1pB, IL-10, IL-8 e PGE2 apds 40 h de estimulo com LPS
(metade da dose) e em linhagem de mondcitos. A fim de avaliar a inibi¢do dessa citocina em
microambiente mais complexo, testou-se a habilidade inibitéria do TPN em sangue total
humano. Todavia, verificou-se apenas 13 % de inibicdo de TNF-a apds tratamento com 400
MM do TPN seguido de estimulacdo com LPS. A inibicdo da liberacdo de mediadores
inflamatdrios por macréfagos estimulados por LPS foi atribuido a capacidade de terpinen-4-ol
em interferir na via p38, NF-kB ou vias de ERK MAPK (NOGUEIRA et al., 2014).

Com base em atividade consideravel frente a inibicdo de JAK3 e AKT1 por terpenos
observada por outros autores, investigou-se a atividade de TPN frente a outras enzimas

também envolvidas no processo tumoral, como JNK3 e p38-a, em linhagem A549.
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O potencial inibitorio da p38a (ICso= 729 uM) apresentado pelo TPN sugere, em
parte, que o possivel mecanismo de ag8o do efeito anti-proliferativo pode se dar devido a essa
MAPK estar envolvida na via de parada de ciclo celular e apoptose. Com base em HASSAN
et al. (2010), o TPN a 5,8 mM apresenta potencial inibitorio de AKT1 (35 %) e JAK3 (48 %),
sendo que no presente estudo determinou-se 0 1C5,=6,3 UM do TPN para inibicdo de JAKS.
Neste trabalho, ndo foi possivel determinar o ICsy para JNK3 na faixa de concentracdes de
TPN testadas (100-600 uM).

Os resultados de citometria, indicaram 41 % das células em apoptose apds 6 dias de
tratamento com 200 uM em A549. Apo6s 48 h de tratamento, 0 TPN a 200 UM apresentou taxa
de 13,3 % de apoptose e 7,3 % de necrose, enquanto Hassan et al. (2010), em estudo de ciclo
celular, determinou que apo6s 24 h de tratamento TPN 3 mM induziu 4,2 % de apoptose, e
com 6 MM TPN 7,4 % de apoptose (apés 6 h) e 10,3 % (apds 24 h). Dado ao fato que a
reducdo de dose na terapéutica resulta, maioria das vezes, em maior especificidade de efeito
(TOYODA et al., 2008), a dose de 200 uM utilizado neste estudo superou a taxa de apoptose
da dose maior utilizado por HASSAN et al. (2010).

Em relacdo as andlises por citometria da associacdo de tratamento com TPN e DOXO
por 48 h, observa-se potencializacdo da via necrotica; enquanto TPN 200 uM sozinho induz
7,3 % necrose, a DOXO 1 uM induz 21,5 %, e, associados aumentam para 33,5 % esta via.
Contrariamente, Poornima et al. (2014) evidenciou em A549 e 48 h de tratamento, um
aumento de apoptose em 47,4 % quando da associacdo do composto natural neferine com
DOXO 2 pM em relacdo a esses compostos sozinhos (6,9% e 18,4%, respectivamente) —
efeito oposto ao observado no presente estudo. Sabe-se que a DOXO induz tanto a via da
apoptose pela inibicdo da topoisomerase 11 como necrose, sendo assim, 0s produtos naturais
neferine ¢ o-terpineol podem estar ativando vias diferentes quando associados a este
quimioterapico, preferenciando ativacdo de uma via ao invés da outra.

A literatura apresenta necrose para DOXO quando ha aumento de dose (SONG et al.,
2016), todavia ao transcorrer 6 dias percebe-se que mesmo na dose de 1 pM, predomina a
necrose em detrimento da apoptose — fato que pode estar relacionado ao longo periodo de
exposicdo constante a droga. Os resultados do tratamento com TPN 200 uM induzindo
apoptose tanto em 48 h como em 144 h sugere que o terpeno seja dose e tempo-dependente,
dados que concordam com os dois unicos artigos publicados referente aos efeitos apoptoticos
do TPN (HASSAN et al., 2010; ITANI et al., 2008).

A capacidade de migracdo das células cancerosas permite seu deslocamento atraves

dos tecidos. Através desse processo, as células neoplasicas invadem 0s vasos sanguineos e se
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disseminam na circulagdo, desenvolvendo metéstases e assim, alcangando 6rgdos distantes
(MICHAELIS, 2014). Tendo em vista a importancia da supressédo da migracdo celular para
retardar a progressdo tumoral, avaliou-se o potencial do TPN frente a migracdo celular in
vitro.

A reducdo da migracdo celular observada ap6s tratamento com TPN na dose de 200
KM concorda com resultados De Oliveira et al. (2012) que verificou a capacidade inibitoria
deste mesmo terpeno na migracao celular de neutrofilos. Os autores sugerem que esse efeito é
resultante da inibicdo de moleculas envolvidas em processos inflamatorios como o0s
eicosanoides pela supressdo de NF-kB. Tendo em vista que mediadores do metabolismo do
acido aracdonico estdo relacionados com a migracdo celular induzida por carragenina
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1999), a capacidade do TPN em inibir producdo de
nitritos reforca sua capacidade de interferéncia na migracéo celular e consequente inibicéo da
progressao tumoral.

Mais analises sdo necessérias para elucidar o mecanismo de acdo pelo qual a
associacdo de TPN e DOXO esta ocorrendo, todavia pode-se sugerir que as vias de apoptose
sejam predominantemente ativadas quando do tratamento com o TPN sozinho em detrimento
de necrdticas. Quando da associacao, o predominio de necrose ocorre, possivelmente devido
ao direcionamento da DOXO para a via necrética. A atividade de reducdo da proliferacdo
celular do TPN sugere que esse composto possua mais de um mecanismo de acdo responsavel
pelos efeitos citotoxicos observados (HASSAN et al., 2010), dentre eles a via de sinalizacao

do NF-kB - que ainda é foco de estudos.
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6. CONCLUSOES

O cancer continua sendo uma das patologias com maior indice de morbidade,
atingindo milhdes de pessoas a cada ano no mundo. Com estimativas crescentes, tal doenca
resulta na diminuicdo da qualidade e sobrevida dos pacientes cujos tratamentos usuais (de
baixa seletividade) resultam em diversos efeitos adversos. Com base no advento do emprego
de biomoléculas oriundas de produtos naturais no desenvolvimento de farmacos, compostos
como 6leos essenciais e plantas destacam-se devido aos seus importantes fitoconstituintes. O
a-terpineol, terpeno cujo aplicabilidade ja era evidenciada amplamente na industria como
antiséptico, anti-inflamatério, presenta capacidade anti-proliferativa em células tumorais in
vitro.

Com base nos dados de viabilidade celular e citotoxicidade, o TPN apresenta
satisfatoria atividade anti-proliferativa e citotoxica em linhagem de pulmdo A549, mama
MCF-7 e colorretal HT-29. Quando administrado em combinagdo com a DOXO, o terpeno
potencializa o efeito citotoxico de A549 ap6s 48 h quando comparada com a DOXO sozinha.
Ao final de 6 dias de tratamento com o TPN, o efeito de reducdo da viabilidade celular
aumenta gradativamente de modo dose- e tempo-dependente, demonstrando similaridade com
0 quimioterapico DOXO. Sendo assim, apresenta semelhanca de efeito com a DOXO,
demonstrando eficacia e potencial emprego nesta linhagem. Além disto, o potencial inibitério
significativo frente a proteinas quinases envolvidas na tumorigénese como a JAK3 e p38a.
Sugere 0 TPN como molécula candidata a estudos e prospeccdo futura de alternativas de
tratamento para cancer de pulmé&o. Tendo em vista os efeitos sob migragédo celular, pode-se
ainda sugerir que o TPN tenha algum efeito sob a reducdo de metéstase tumoral e invasdo
celular destas células.

Em conclusdo, o TPN apresenta potencial como agente anticancerigeno dado sua
atividade frente as linhagens analisadas. Os dados em conjunto, permitem inferir que a
eficiente capacidade de reducéo da viabilidade celular do TPN bem como sua atividade a
longo prazo em A549, caracteriza-o como biomolécula potencial no desenvolvimento de
novos farmacos ou mesmo seu uso, como coadjuvante no tratamento de cancer de pulméo

humano.
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