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Resumo: Os tratamentos atuais para o cancer causam prejuizos para o individuo, pois
além das células tumorais também atingem as demais células em crescimento,
ocasionando em diversos efeitos adversos. Os produtos naturais apresentam grande
potencial para o desenvolvimento de novos farmacos e com reduzidos efeitos adversos. O
composto o—terpineol apresentou atividade antiproliferativa significativa apés tratamento
de linhagens tumorais humanas in vitro, sugerindo ser uma molécula bioativa candidata
ou coadjuvante para a terapéutica do cancer. Para a avaliagdo in vitro da viabilidade
celular de diferentes linhagens de células tumorais foi utilizado o ensaio colorimétrico
MTT. Observou-se que o composto reduziu a viabilidade celular de maneira significativa
em duas das cinco linhagens avaliadas, adenocarcinoma colorretal, HT-29 (75,5% + 2,17)
e adenocarcinoma de mama MCF-7 (74% % 1,15). Nas linhagens de adenocarcinoma
colorretal (Caco-2), adenocarcinoma de préstata (LNCaP) e adenocarcinoma gastrico
(ACP03), a viabilidade celular nao apresentou reducao significativa. Estes dados sao
importantes para o direcionamento de estudos de possiveis biomoléculas com potencial
terapéutico. Contudo, ainda sdo necessarios estudos para avaliar o mecanismo de acao

do a-terpineol e também seu uso em outras linhagens celulares.
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Abstract: In vitro evaluation of viability of tumor cells after treatment with a-
terpineol. The treatments used nowadays for cancer may bring some losses to the
person, because the tumoral cells they reach other cells which are growing, what might
cause many different collateral effects. Natural products show big potential to the
developing of new drugs with lowered collateral effects. The compound ao-terpineol
showed significant antiproliferative activity after the treatment of human tumoral lineages in

vitro, what suggest it is a bioactive competitor molecule or a supporting molecule to the



therapy against cancer. To the in vitro evaluation of viability from different lineages of
tumoral cells which was used to the colorimetric test MTT. From this test it could be seen
that the compound reduced the cell viability significantly in two of five lineages evaluated,
colorectal adenocarcinoma, HT-29 (75,5% * 2,17) e breast adenocarcinoma MCF-7 (74%
+ 1,15). In an adenocarcinoma rectal lineage (Caco-2), prostate adenocarcinoma (LNCaP)
and gastric adenocarcinoma (ACPQ03) the cell’s viability did not show significant reduce.
This data is important to the targeting of bio molecular studies with therapeutic potential.
However some studies are still needed to evaluate the mechanism of action from a-

terpineol and also its use in other cell leneages.
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INTRODUGAO

O cancer é um problema de saude publica mundial, sendo que o aumento na
incidéncia de casos esta relacionado com o aumento na expectativa de vida (Fitzmaurice
et al., 2015). No Brasil, a estimativa de novos casos de cancer para o ano de 2016 foi de
596.097. No estado do Rio Grande do Sul, foram estimados 58.330 novos casos de
cancer para o biénio 2016/2017, sendo os principais, préstata e mama, para homens e

mulheres, respectivamente (INCA, 2017).

Em geral, os principais tratamentos para o cancer sao a quimioterapia, a cirurgia e a
radioterapia, porém na busca por novas alternativas para o tratamento destacam-se os
produtos naturais (Sawadogo, et al., 2013). Dados de Newman e Cragg (2016) apontam
que cerca de 80 % dos quimioterapicos desenvolvidos nos ultimos 30 anos séo oriundos
de produtos naturais ou de seus derivados, em especial os de origem vegetal, como
exemplo, podemos citar os quimioterapicos utilizados atualmente: paclitaxel, vinblastina,

vincristina, irinotecanos, entre outros.

Os produtos naturais vém sendo aplicados para o tratamento de diversas patologias,
bem como fonte inovadora de biomoléculas para o desenvolvimento ou como
coadjuvantes em diversas terapias. Dentre estes, destacam-se os 6leos essenciais (OE),
tendo principais constituintes quimicos os terpenos, como o o- terpineol, representado na
Figura 1. Este terpeno vem sendo estudado devido as diversas aplicagbes na

aromaterapia, industrias de cosméticos e industria alimenticia, (Russo, et al., 2015). O a-



terpineol apresenta atividade anti-inflamatoria, antisséptica (Miyazawa et al., 2002) e
antifungica (Pitarokili et al., 2002).

Em um estudo realizado por Souza, et al. (2011), o a-terpineol teve atividade
gastroprotetora em dois modelos de ulcera induzida por etanol e indometacina em ratos.
Provavelmente, o mecanismo de atuag&o ocorra através de protegéo gastrica, envolvendo

reducao do fluxo sanguineo e alteragdes na produgao de secregéo gastrica.

Ainda, esse terpeno apresenta atividade antiproliferativa em linhagens como K-562
(leucemia mieldide crénica), (Lampronti, 2006), NCI-H460 (adenocarcinoma de pulmao) e
PC-3 (adenocarcinoma préstata), (Bicas et al., 2011). Seu mecanismo de agao ainda nao
esta esclarecido, porém estudos sugerem que o a-terpineol atue inibindo o crescimento
de células tumorais, através da inibicdo da via NF-kB, (Hassan, et al., 2010). Diversos
tipos de cancer expressam essa via de forma expressiva, sendo que sua inibicdo reflete
no bloqueio da proliferagdo celular e consequente apoptose. Portanto, inibidores da via
NF-kB podem ser uteis como agentes anticancerigenos, (Garg e Aggarwal, 2002);
(Umezawa, 2006).

OH

FIGURA 1. Estrutura quimica do a-terpineol.

Diante da necessidade de novas moléculas com potencial terapéutico para o
tratamento de diferentes doencgas, aliado ao potencial antitumoral de diferentes derivados
de Oleos essenciais, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade de

linhagens tumorais humanas apds tratamento com a—terpineol.

MATERIAIS E METODOS
a-terpineol

O a—terpineol foi adquirido comercialmente (Sigma Aldrich®).



Linhagens celulares

Foram utilizadas linhagens humanas de adenocarcinoma de prostata (LNCaP),
adenocarcinoma colorretal (Caco-2 e HT-29), adenocarcinoma de mama (MCF-7), e
adenocarcinoma gastrico (ACPO3). As linhagens foram cultivadas em meio DMEM Low-
Glucose (HT-29, Caco-2, MCF-7) e RPMI 1640 (LNCaP e ACPO03) suplementadas com 10

% de soro fetal bovino (SFB) a 37 °C em estufa com atmosfera de 5 % de CO..
Viabilidade celular por MTT

O teste por MTT € um ensaio colorimétrico que avalia a atividade metabdlica da
célula. O principio do método consiste na absor¢gdo do sal MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]} (Sigma®) pelas células, sendo este reduzido a

formazana, através de enzimas mitocondriais (Mosmann, 1983).

Para o experimento, as células foram plaqueadas em placas de 96 pogos na
densidade de 2x10° células/pogo (ACP03, HT-29), 3x10° células/pogo (MCF-7, LNCaP),
4x10* celulas/pogo (Caco-2) e incubadas por 24 h (5 h no caso da ACP-03). Apds, as
células foram tratadas com a—terpineol na concentragao de 200 uyM por 48 h. Em seguida,
o tratamento foi removido e adicionado 200 uL do corante MTT (5 mg/mL) dissolvido em
meio, incubado por 3 h. As absorbancias das amostras foram mensuradas por
espectrometria em leitor de ELISA (SpectraMax) a 570 nm. Todos os experimentos foram

realizados em triplicatas independentes.

O percentual de viabilidade celular foi calculado utilizando a equacgéo:

Viabilidade = 100 x AA/AC

AA = absorbancia da amostra;
AC = absorbancia do controle;
Analise morfolégica

A analise morfolégica das células foi observada microscopicamente utilizando um
microscopio invertido de contraste de fase (Labomed), com uma ampliagdo de 20x. Foram

capturadas imagens antes e depois do tratamento.

Analise estatistica



Os dados foram analisados através do meétodo estatistico Analise de Variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo pés-teste Tukey. Os resultados foram expressos como
média + EPM. As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad

Prism 5, sendo adotado o nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSOES

O a-Terpineol € um alcool monoterpenoide (Figura 1) relativamente n&o téxico que
esta presente nos 6leos essenciais de varias espécies, € vem sendo estudado para fins
terapéuticos como agente antitumoral natural, (Dagn e Birsat, 2000). Alguns estudos ja
demostraram sua atividade antitumoral e interferéncia sobre a viabilidade de diferentes
células tumorais como MCF-7, embora seu mecanismo de ag¢do nao esteja
completamente estabelecido, (Bicas, et al., 2011). No presente estudo, frente as cinco
linhagens avaliadas, somente duas apresentaram diminui¢cdo significativa na viabilidade
celular, conforme Figura 2, sendo HT-29 (75,5% £ 2,17) e MCF-7 (74% £ 1,15).
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Figura 2. Viabilidade de célular apés 48 horas de tratamento com a-terpineol (TPN) e avaliadas pelo
método de MTT. Dados apresentados como média + EPM (n=3). * p<0,05; *** p<0,001 comparado ao
veiculo; ## p<0,01; ### p<0,001 comparado ao controle. ANOVA seguido de Tukey (n=3).



Até o momento sdo poucas as analises realizadas com o a-terpineol, sendo que os
resultados com as linhagens estudadas nesta pesquisa s&o os primeiros relatos utilizando
o método MTT. O ensaio de MTT foi demonstrado no estudo de Hussain et al.(2011),
onde o autor compara o efeito de 6leos essenciais presentes em Origanum vulgare (o-
terpineol: 8,57%) e Origanum majorana (a-terpineol: 8,57%), sob células LNCaP e MCF-7.
Origanum majorana a 0,5 mg/mL, demostrou ter maior atividade no ensaio de
citotoxicidade para LNCaP (85,3 + 2,8) e para MCF-7 (70,0 + 2,5), o que corrobora com
os resultados. No presente estudo para as células LNCaP, manteve-se uma média de
(86,6 + 4,28) e para MCF-7, (74 + 1,15), respectivamente.

Ainda sado necessarios estudos para compreender o mecanismo de acado do o-
terpineol frente as células tumorais. Até 0 momento a inibicao da via NF-kB parece estar
relacionada com o potencial antiproliferativo, o qual é indutor de citocinas inflamatorias
como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-a, (Umezawa, 2006); (Hassan, et al., 2010);
(Nogueira, et al., 2014). O a-terpineol reduz a producgao de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e 6xido nitrico (NO) em modelo animal, (Oliveira, et al., 2012), sendo que o TNF-
a €& uma potente citocina proé-inflamatéria que desempenha importante papel na
modulagdo da inflamacdo, e consequentemente interferindo no ambiente tumoral
(Hanahan e Weinberg, 2011). Além disso, o a-terpineol apresentou inibicao seletiva da
atividade da COX-2 em modelo animal (Kahlil, et al., 2004; Kawata, et al., 2008).

Através de imagens realizadas para acompanhar o efeito do composto sobre a
proliferagdo das células, e para a observagdo morfoléogica das mesmas, foi possivel
identificar uma reducdo da populagdo celular da HT-29 e MCF-7 (Figura 3), em

comparagao as células controle.
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FIGURA 3: Linhagens celulares apés tratamento com 200 uM de TPN por 48 h. Imagens

capturadas por microscopio invertido com aumento de 20 X.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, o a-terpineol apresentou redugdo significativa
frente a viabilidade celular de duas linhagens, MCF-7 e HT-29. Estes dados sao
importantes para o direcionamento de estudos de possiveis biomoléculas com potencial
terapéutico, sugerindo ser uma molécula candidata ou coadjuvante para a terapéutica do
cancer. Contudo, ainda sao necessarios estudos para avaliar o mecanismo de agao do a-

terpineol e demais potenciais aplicagdes.
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