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1 INTRODUCAO GERAL

O céncer ¢ considerado uma das maiores causas de mortalidade no mundo e tem
etiologia complexa, com envolvimento de diversos mecanismos bioguimicos,
fisioldgicos e moleculares (Ferlay et al., 2015). Os sarcomas sdo neoplasias malignas
heterogéneas, de origem mesenquimal, que podem ocorrer em Varios tecidos, tais como
osteossarcomas, rabdomiossarcomas e lipossarcomas. O estudo dos mecanismos
moleculares e citogenéticos envolvidos na doenca, investigados em diferentes modelos,
contribui para o avanco das terapias dessas neoplasias (Post, 2012). Assim, pesquisas de
novos farmacos naturais candidatos a antitumorais sdo necessarias para elucidar danos
citogenéticos nesse tipo de neoplasias (Husain & Verma, 2011; Taylor et al., 2013).

A maioria dos farmacos antineoplasicos utilizados clinicamente sdo isolados de
espécies de plantas ou sdo fundamentados em tais substancias (Kuzma et al., 2016).
Estudos como os de (Suhail et al., 2011; Manjamalai & Grace, 2012; Girola et al., 2015;
Fitsiou, Xavier, Lima & Sousa 2016) relatam sobre a atividade antitumoral in vitro e in
vivo de varios 6leos essenciais obtidos de plantas. Os 6leos essenciais sdo produtos
naturais com grande potencial farmacoldgico contra diversos tipos de tumores (Sobral et
al., 2014). Essa atividade antitumoral desses 0leos essenciais de diferentes especies
vegetais tem sido associadas a existéncia de monoterpenos em sua composic¢ao (Maggi
et al., 2013). O alfa terpineol é um componente monoterpeno importante presente em
6leos essenciais e tem demonstrado atividade antitumoral (Hassan, Gali-Muhtasib,
Goransson & Larsson 2010).

O alfa-terpineol é um alcool monoterpénico oxigenado volatil que
possui formula C1oH150 e peso molecular 154.24. E amplamente utilizado na fabricacio
de perfumes, cosméticos, sabonetes e agentes antissépticos. Estudos sobre esse
composto revelam excelente atividade neuroprotetora (Parvardeh, Moghimi, Eslami &
Masoudi, 2016), antibacteriana (Li et al., 2014), efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes
(Moghimi, Parvardeh, Zanjani & Ghafghazi , 2016) atividade antifangica (Hammer,
Carson & Riley, 2003), antibacteriana (Zengin, Colak, & Kili¢, 2014) e atividade
nematicida (Echeverrigaray, Zacaria, & Beltrdo,2010).

Diversos estudos com fitoquimicos apontam para atividades antitumorais de
produtos naturais, por indugdo de apoptoses e inibicdo de proliferacdo celular (Beevi,
Mangamoori, Subathra, & Edula, 2010; Wu, Blackburn, Amburgey, Jaworska, &



Federle, 2017). Ademais, a instabilidade cromossémica e os danos ao DNA estdo bem
associados a diversas doencas, especialmente o cancer. Portanto, as anormalidades
citogenéticas sdo importantes para o entendimento dos mecanismos da tumorigénese
(Grade et al., 2015). As alteracBes citogenéticas envolvem aneuploidia, deleces,
insercOes, quebras e perdas de cromossomos (Samuelson et al., 2012; Giam &Rancati,
2015). Diversas metodologias toxicogenéticas sdo utilizadas para avaliacdo in vitro
desses tipos de mutagdes bem como a avaliacdo da capacidade de induzir morte celular.

Dentre os testes, o bioensaio de micronicleos com bloqueio de citocinese
(CBMN) pode determinar niveis de danos citogenéticos de varios agentes citotoxicos,
com perspectivas para atividade antitumoral, em células binucleadas (Fenech, 2006;
Fenech et al., 2011).; Nankamura et al., 2016). Em outras abordagens, 0 ensaio cometa
versao alcalina e a teste fragmentacdo de DNA podem detectar baixos niveis de danos
ao DNA, a exemplo de quebras de fitas simples e duplas (Kawaguchi et al., 2010;
Fangavison et al., 2015). Ademais, bioensaios mais refinados como citometria de fluxo
e marcacdo por fluorescéncia sdo importantes testes biologicos para deteccdo de morte
celular provocados pela substancia teste avaliada (Davison, 2016).

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

toxicogenéticos in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O uso de plantas medicinais e a investigacao de suas atividades farmacoldgicas

O uso de plantas medicinais foi 0 primeiro recurso terapéutico utilizado para o
cuidado da saude dos seres humanos e de sua familia, sendo, portanto, um
conhecimento milenar que faz parte da histéria humana, pois antes mesmo do
aparecimento da escrita as pessoas ja faziam o uso de plantas como medicamento
(BARRETO et al., 2015).

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

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

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

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

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

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

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

A intensa investigacdo cientifica sobre atividade bioldgica de plantas medicinais
tem sido o alvo de vérios estudos, proporcionando uma importante fonte de novos
compostos farmacologicamente ativos (DE SOUZA ELLER et al., 2015). Tais plantas

constituem uma imensa fonte de compostos de ampla atividade biologica e sua


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000701142&lng=en&tlng=en#B09
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000701142&lng=en&tlng=en#B44
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000701142&lng=en&tlng=en#B10
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000701142&lng=en&tlng=en#B10
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utilizacdo, principalmente no tratamento de diversas doengas, representando uma grande
contribuicdo para a descoberta de novos agentes terapéuticos. Entretanto, muitas sdo as

espécies vegetais que ainda carecem de estudos (PORFIRIO et al., 2009).

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

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

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

Além disso, em uma abordagem mais especifica aos medicamentos, 0s
antineoplésicos também estdo intimamente relacionados aos produtos naturais, sendo

que mais de 60% dos medicamentos utilizados tem em alguma instancia sua origem
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relacionada a uma fonte natural, como mostrado na Tabela 1. Porém, a grande
heterogeneidade das células tumorais dificulta o tratamento e facilita a manifestacdo de
resisténcia, fatores que estimulam a pesquisa por novos quimioterapicos (COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

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

, Alvo Molecular Indicacdes
Farmaco Fonte s
terapéuticas
Vimblastina Leucemia linfoblastica
vincristina Catharanthus Tubulina/ aguda; cancer de
vindesina roseus Microtubulos testiculo; doenca de
vinorelbina Hodking
Paclitaxel Taxus brevifolia Tubulina/ Céancer de mama
Docetaxel Microtubulos
Cancer de Pulméo,
Podofilotoxina Podophyllum Topoisomerase 1l ovario e testiculo;
Etoposideo peltatum Leucemia Linfocitica
Teniposideo Aguda;
Camptotecina Camptotheca Topoisomerase | Cancer de colon
Topotecano Accuminata
Irinotecano

Fonte: COSTA-LOTUFO et al., 2010.

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

Essa variedade de mecanismos contido nos compostos bioativos faz com que as
plantas sejam consideradas fonte nobre de moléculas para o tratamento de varias formas
de cancer e, mesmo que a molécula isolada do vegetal ndo possa ser usada diretamente
como medicamento, pode servir de modelo para sintese ou para gerar um pro-farmaco

para 0 desenvolvimento de novos agentes (BRANDAO et al., 2010).
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Portanto, hd uma extrema necessidade de agilizar detalhes etnobotanicos,
estudos farmacologicos, toxicoldgicos e clinicos sobre as plantas medicinais
inexploradas, o que poderia levar ao desenvolvimento de drogas seguras e novas, com

énfases para atividades antitumorais (TARIQ et al., 2018).

2.2 Cancer e atividade antitumoral

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

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

A terapéutica do cancer baseia-se, de forma geral, na associa¢do da ressec¢do
cirdrgica dos tumores ao tratamento radioterapico e a quimioterapia. Na década de
setenta estas formas classicas de abordagem sofreram alteracdes significativas com a
introducé@o do conceito de tratamento adjuvante. O emprego intensivo dos protocolos
pos-cirurgicos, incluindo a associacdo de quimioterdpicos com diferentes mecanismos
de acdo a radioterapia e, mais recentemente, a associacdo destes aos anticorpos
monoclonais, vem melhorando os resultados do tratamento de alguns tipos de canceres
(COSTA-LOTUFO et al., 2010). Entre todos esses métodos, a quimioterapia é 0 método
mais comumente usado para tratar o cancer metastatico usando drogas citotoxicas (JI et
al., 2010).
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A quimioterapia constitui uma das modalidades de maior escolha para produzir
cura e paliacdo. A quimioterapia envolve o uso de substancias citotdxicas,
administradas principalmente por via sistémica e pode ser classificada de acordo com a
sua finalidade como: quimioterapia neoadjuvante, quimioterapia primaria,
qguimioterapia  paliativa, monoquimioterapia e poliquimioterapia (SPENCE;
JOHNSTON, 2003). Nos ultimos anos, a quimioterapia tem conseguido éxitos notaveis
na cura de algumas formas de canceres disseminados tais como a leucemia aguda
infantil, distintos tipos de linfomas e alguns tipos de tumores sélidos, em especial 0s
derivados de células germinais (COSTA-LOTUFO et al., 2010). E importante ressaltar
gue muitos desses agentes anticancerigenos sdo constituintes ativos isolados de ervas
medicinais. Por isso, 0 conhecimento etnofarmacologico é til para liderar a pesquisa de
plantas com potencial atividade antitumoral, a fim de buscar novos produtos naturais
(RUFFA et al., 2002).

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

Assim, os produtos herbaceos tém sido utilizados na forma de extratos,
aleloguimicos puros ou 06leos essenciais na pesquisa contra o cancer, com objetivo de
ampliar ainda mais a busca por novos antineopléasicos, pois 0s mesmos Ssao
economicamente viaveis, biodegradaveis e apresentam baixa toxicidade contra os
mamiferos, além de possuir alta seletividade e baixa fitotoxicidade (GOMES et al.,
2012; CORREA; SALGADO, 2011).

2.3 Oleos essenciais

Explorar produtos vegetais naturais como uma opgdo para encontrar novas
moléculas quimicas como agentes antitumorais € uma das areas de pesquisa que mais

crescem. Recentemente, na ultima década, os 6leos essenciais vém sendo estudados para
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indicar seus constituintes como agentes anticancerigenos na terapia do cancer
(GAUTAM et al., 2014). Eles sdo constituintes volateis organicos responsaveis pela
fragrancia de muitas plantas. Podem ser obtidos de flores, folhas, frutos, sementes,
gramas, raizes, rizomas e caules das plantas atraves de processos adequados de extracao
(MORAIS et al., 2006).

No processo de extracdo de Oleo essencial, podem ser aplicados diversos
métodos, como a hidrodestilacdo, maceragéo, extracdo por solvente, enfleuragem, gases
supercriticos e microondas. Dentre esses, 0 método de maior aplicacdo é o de
hidrodestilagdo que se divide em duas técnicas — arraste a vapor (CRAVEIRO et al.,
1981) e coobacdo (SANTOS et al., 1998).

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

Vérios mecanismos como aumento da funcdo imunoldgica e da vigilancia,
inducdo enzimatica e aumento da desintoxicacdo, modulacdo da resisténcia a multiplos
farmacos e mecanismo sinérgico de constituintes volateis sdo responsaveis por suas
propriedades quimiopreventivas. Os mecanismos mais estudados envolvidos no
tratamento do cancer sdo: antioxidante, antimutagénico, antiproliferativo, ativacdo de
enzimas de desintoxicagdo, modulacdo da sinalizagdo de reparo de DNA, antimetéstase
e antiangiogénese. Multiplas vias estdo envolvidas na atividade antiproliferativa
demonstrada pelos Oleos essenciais nas células cancerigenas e sdo até efetivos na
reducdo de tumores em modelos animais. (BHALLA et al., 2013; GAUTAM et al.,
2014).

Considerando gue 0s monoterpenos sdo comuns em muitas espécies de plantas e sdo
usados em preparacdes cosméticas e farmacéuticas, bem como na industria de
alimentos, € importante estudar o potencial toxicolégico e farmacologico dos

monoterpenos com atividade anticancerigena (SOBRAL et al., 2014).
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2. 4 Monoterpenos e alfa-terpineol

Os monoterpenos sdo componentes dietéticos ndo nutritivos encontrados nos
6leos essenciais de frutas citricas e outros vegetais. Funcionam fisiologicamente como
quimiotaticos ou quimiorrepelentes e sdo amplamente responsaveis pela fragrancia
distinta de muitas plantas (CROWELL, 1999).

Os monoterpenos pertencem a classe dos terpenoides de produtos naturais e sdo
biossintetizados através da via do acido meval6nico. Seu pequeno peso molecular
acoplado a alta natureza ndo polar os torna 0os componentes mais abundantes de 6leos
essenciais e sdo construidos a partir de unidades repetitivas de blocos basicos de 5
carbonos chamados isoprenos. Eles existem como hidrocarbonetos ou como partes
oxigenadas com funcionalidades de aldeido, alcool, cetona, ester e éter. Alem disso, eles
podem ter estrutura aciclicas, monociclicas, biciclicas ou triciclicas (HABTEMARIAM,
2017; THOLL, 2015; DEWICK, 2002) (Figura 1).

Figura 1: Estrutura quimica de alguns constituintes monoterpénicos presentes em 0leos

essenciais.
’_(')H
Limoneno Linalol [sopulegol
S G
Citronelal Citronelol Neral

T O— Ac

Geraniol Acetato de citronelol Acetato de geraniol

Fonte: GUILHON DE CASTRO el al., 2010.
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O isolamento dos monoterpenos primeiramente se dar por procedimentos de
extracdo e destilacdo. Monoterpenos individuais sdo geralmente identificados nestes
Oleos essenciais pelas técnicas tradicionais como ponto de ebulicdo, ponto de fuséo,
indice de refracdo, atividade Optica, densidade, analise elementar, solubilidade, testes de
reacdo quimica e dados espectrais através de espectroscopia de massa, absor¢cdo de
infravermelho e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) do composto
isolado. Hoje, a maioria dos Oleos essenciais extraidos de plantas é analisada por
cromatografia gasosa combinada a espectrometria de massa (GC-MS) e, por vezes, por
cromatografia gasosa em espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(IR) (GERON et al., 2000).

Entre os tipos de monoterpenos, 0s oxigenados possuem Varias atividades
farmacol6gicas tais como: antioxidante (GONZALES; GOMEZ, 2012), anti-
inflamatoria (DE CASSIA et al., 2013), antinociceptiva (GUIMARAES et al., 2013),
hipotensora (SANTOS et al., 2011), antipruritica (KAMATOU et al., 2013),
antimicrobiana (ESPINA et al., 2011), inseticida (SFARA et al., 2009). Também,
alguns outros monoterpenos como acetato de linalil, o-terpineol e canfora em
sinergismo, possuem uma caracteristica de agente quimiopreventivo ideal, a saber, a
atividade antitumoral. Dessa forma, os monoterpenos demonstram um alto potencial
farmacologico, bem como outras vantagens, sendo a disponibilidade comercial, baixo
custo, biodisponibilidade oral e baixa toxicidade, tornando viavel comecar a considera-
los para testes de quimioprevencao de cancer humano (SOBRAL et al., 2014).

Dentre varios monoterpenos, tem-se alfa-terpineol. Ele é um alcool monoterpeno
oxigenado ciclico, volatil, de odor agradavel, o qual possui uma hidroxila ligada a um
carbono tercidrio e € encontrado em uma grande variedade de Oleos essenciais,
representando uma nova classe de agentes quimicos com elevado potencial terapéutico
(Figura 2). Seu peso e férmula molecular é equivalente a 154,25 g/mol e C1oH180,
respectivamente. Quanto a algumas caracteristicas fisico-quimicas: ponto de fusdo de
10-30 ° C, Log Kow (Coeficiente de Particdo) de 3.33 e solubilidade em agua de 371.7
mg/la25°C (CHOIletal., 2013; BATIA et al., 2008).
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Figura 2: Estrutura quimica do alfa-terpineol.

CHs;

H5C CH
3 OH 3

o-Terpineol

Fonte: DIEMER, 2016.

Esse monoterpeno é encontrado em espécies de plantas tais como, Melaleuca
alternifolia, Salvia officinalis e Carthamus tinctorius (CHOI et al., 2013). Séo relatadas
acOes diversas deste composto na literatura, dentre elas, efeitos antineoplasicos,
atividades antimicrobianas, antioxidantes, agonistas de canais de TRP, antinociceptivas
e antiespasmoliticas. Ademais, estudos tém apresentado acbes cardiovasculares com
atividades vasorelaxante e hipotensora (RIBEIRO, 2012). Também possui ampla
aplicacdo industrial, sendo utilizado em indudstrias farmacéuticas como antifungico e
antisséptico, bem como na fabricacdio de perfumes, cosméticos e sabonetes
(BAPTISTELLA et al., 2009).

Quanto a sua biotransformacéo, os esforcos de Horning e colaboradores (1976)
mostrou que o alfa-terpineol, quando administrado em humanos, é hidroxilado em p-
mentol-1, 2, 8-triol. Um outro estudo coordenado por Madyastha e Srivatsan (1988)
com o objetivo de determinar o destino metabdlico do alfa-terpineol e seus efeitos no
sistema microssomal do citocromo P-450 hepético apds administragdo oral em ratos,
mostrou que a oxidacdo do metil alilico e a reducdo da ligacdo dupla 1,2 na porcéo
ciclica sdo as principais vias para 0 metabolismo do alfa-terpineol. A oxidacdo do metil
alilico no alfa-terpineol formard o &lcool p-ment-I-eno-7,8-diol, o qual provavelmente
ndo se acumula, sendo prontamente oxidado ainda mais ao acido oleuropeico. Ja a
reducdo da dupla ligacdo endociclica é o que forma o acido dihidrooleurdpico a partir

do acido oleuropeico (Figura 3).
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Figura 3: Biotransformacéo do alfa-terpineol em ratos.

0 OH
OH .
l. a-terpineol
’ Il. p-mentol-1, 2, 8-triol
OH OH Il. acido oleuropeico
IV. Acido dihidrooleurdpico
?1 Il V. p-ment-1-eno-7,8-diol
& 2
s [ CHyOH COOH COOH
OH
10 9 \
I — - —
OH OH OH
v I v

Fonte: HORNING et al., 1976.

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

Embora varias biomoléculas tenham potencial atividade anticancer, é necessario
o desenvolvimento de estudos toxicoldgicos, visando a seguranca de preparacdes
populares e suas aplicacdes terapéuticas, a fim de evitar efeitos colaterais, ja que 0s
mesmos sd0 agentes xenobidticos, passivos de metabolismo ativador, cujos efeitos
podem ndo se manifestar de forma imediata, o que intensifica as acdes toxicas mediante
uso cronico (ARAUJO et al., 2015; SILVEIRA et al., 2008).
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2.5 Toxicologia de compostos naturais

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

A avaliacdo da seguranca de agentes farmacologicos pode ser realizada atraves
de ensaios toxicoldgicos (ERNST, 2005). Os estudos toxicolégicos desempenham um
papel significativo na compreensdo das acOes nocivas dos agentes ativos
ou fitoquimicos nos tecidos. Fitoquimicamente, as espécies vegetais possuem
compostos Vvaliosos, incluindo triterpenos, alcaloides e flavonoides, que podem
contribuir para sua atividade biolégica (MONGALO et al., 2016). A partir deles é
possivel ter uma visdo das acdes quimicas, reacles, interagcdes, mudancgas consequentes
de estrutura em tecidos bioldgicos e uma gama de concentragdes para 0 uso seguro de
plantas para curar uma doenca particular (OLEIJNICZAK et al., 2001) e para determinar
a faixa de doses, responsavel por produzir o efeito maximo (REDDY; KAMBLE,
2014). Também, dados observacionais sdo coletados e usados para prever os resultados
da exposicdo a animais e também a humanos. Esses resultados mostram que a dose mais
baixa ndo € toxica, enquanto doses altas sdo letais. Além disso, algumas doses podem
ter efeitos benéficos, mas o aumento da exposicao ira, em algum momento, causara um
efeito prejudicial (SHARWAN et al., 2015).

A avaliacdo da toxicidade causada pelas plantas, especialmente quando fazem
parte do tratamento de longo prazo € de fundamental importancia para minimizar o0s
possiveis riscos para as pessoas (RODEIRO et al., 2006). Assim, entende-se que a
exposicdo cronica dos produtos herbaceos, produz um desenvolvimento de problemas
mais insidiosos e que nem todas espécies ndo estdo envolvidas na toxicidade aguda
(KRISTANC; KREFT, 2016). Por isso, o uso racional de ervas medicinais se faz
importante e implica na obtencdo do melhor efeito, com a utilizagdo pelo menor periodo
de tempo possivel, 0 que minimiza 0s danos nocivos aos 0rgdos e tecidos (RATES,
2001).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691516300771#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691516300771#!
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0254629917309845?via%3Dihub#bb0230
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/phytochemical
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0254629917309845?via%3Dihub#bb0515
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2210803318300095?via%3Dihub#bib0570
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691516300771#!
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As substancias toxicas das plantas podem afetar todo o espectro de 6érgdos
humanos vitais, inclusive os principais sistemas do corpo funcional, como o sistema
nervoso central (SNC), interferindo assim na coordenagdo das fungfes nervosas do
corpo. As toxinas mais dominantes sdo as neurotoxinas que afetam o cérebro e o SNC,
seguidas por citotoxinas e toxinas metabdlicas que afetam 6rgdos como os rins, o
figado, o coracdo e os pulmdes. Também, a gravidade de um efeito toxico pode
depender da via de administracdo, do estagio de crescimento ou parte da planta, da
quantidade consumida, da espécie e da suscetibilidade da vitima (BOTHA; PENRITH,
2008).

Os impactos toxicos mais comuns produzidos por ervas e medicamentos
fitoterapicos sdo efeitos hepatotdxicos, neurotdxicos (KRISTANC; KRAFT, 2016) e
nefrotoxicos (ASIF, 2012). Segundo Kristanc e Kreft (2016), a hepatotoxicidade cronica
induzida por plantas é principalmente idiossincratica, no entanto, a ativagdo metabolica
é frequentemente implicada. A neurotoxicidade crdnica induzida por ervas medicinais
podem resultar da deplecéo de tiamina, hipotireose ou ruptura do metabolismo neuronal.
Ja a nefrotoxicidade é causada por espécies vegetais que causam o comprometimento
funcional, distarbios estruturais, além de outros distdrbios especificos, tais como
calculos, inflamacdo, atrofia e fraqueza renal (ARDALAN et al., 2007).

Além disso, sabe-se que as plantas com atividades medicinais contém numerosos
compostos biologicamente ativos e, embora tenham propriedades farmacologicas
comprovadas, podem causar danos, inclusive danos ao DNA (SPONCHIADO et al.,
2016). Deste modo, uma outra avaliagdo pre-clinica concernente ao biomonitoramento
dos danos oxidativos, nucleares e genotoxicos de produtos naturais e/ou sintéticos,
manipulados e ingeridos pelo homem, se faz necessaria para a liberacdo de substancias
para 0 uso terapéutico. Neste contexto, ensaios ndo-clinicos com organismos inferiores
como Artemia salina, Allium cepa e o uso de linhagens de células proporcionam um
meio alternativo para o teste de drogas e produtos quimicos (DOKE; DHAWALE,
2015).

Os testes de toxicidade genética sdo realizados rotineiramente para identificar
potenciais agentes cancerigenos, genotoxicos e mutagénicos de células germinativas.
Essa avaligdo inclui pelo menos dois ou trés procedimentos de teste, tais como teste de
mutacdo reversa em microrganismos, teste de danos cromossdmicos e ensaio de

mutacdo em células de mamiferos (KIM et al., 2013).
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Desse modo, a investigacdo dos efeitos genotdxicos e mutagénicos de
substancias isoladas ou de novos compostos naturais possui uma importancia critica na
avaliacdo de danos ao DNA, visto que o desenvolvimento do cancer pode decorrer de
agentes genotdxicos e mutagénicos que podem causar deficiéncias no reparo do DNA, e
que, também, exerce influéncia na condugdo dos efeitos bloqueadores do checkpoint do
ciclo celular. Cabe enfatizar que a deficiéncia de reparo de danos ao DNA, que leva a
instabilidade genética € comum em tumores. Assim, 0 uso de ferramentas
biomarcadoras para avaliar a instabilidade genética assume importancia clinica nas
terapias oncoldgicas (KASSIE et al.,, 2001; WU et al., 2016; ASATRYAN;
KOMAROVA, 2016; MOUW et al., 2017).

2.6 Bioensaios para avaliacdo toxicogenética in vitro e in vivo

Ensaios toxicogenéticos sdo normalmente usados para identificar substancias
que tém a capacidade de interagir com acidos nucleicos em baixas concentracoes.
Quando um agente toxico interage com o DNA, pode levar a aberracfes cromossémicas
e / ou alteracdes na estrutura de DNA que pode afetar a fidelidade da mensagem e levar
a mudancas irreversiveis na célula (VARANDA al., 2002; SPONCHIADO et al., 2016).

Nos ultimos 30 anos, diferentes metodologias, estratégias e abordagens foram
desenvolvidas para avaliar substancias quimicas que poderiam demonstrar efeitos
genotdxicos e / ou carcinogénicos. O estabelecimento desses protocolos tem sido
baseado em estudos que demonstram a correlacdo entre carcinogenicidade e
mutagenicidade, e a correlacdo de ambos os parametros com genotoxicidade
(WATERSETAL, 1999). Desde entdo, procedimentos estabelecidos tém sido utilizados
para a avaliacdo do risco genotoxico associado ao uso de drogas, aditivos alimentares,
pesticidas, produtos quimicos industriais e ambientais e também produtos naturais,
incluindo plantas medicinais e seus 6leos (VILAR et al., 2008; SPONCHIADO et al.,
2016).

2.6.1 Ensaio para estudos de viabilidade celular

Os métodos de exclusdo de corante sdo tradicionalmente usados para avaliar a
viabilidade celular, sendo o azul de tripan um dos mais comuns. O azul de tripan é uma
coloracdo vital que deixa as células ndo viaveis com uma cor azulada quando

observadas ao microscopio, enquanto as células viaveis aparecem sem coloracdo. As
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células viaveis possuem membranas celulares intactas e, portanto, ndo absorvem o
corante do meio circundante. Por outro lado, as celulas ndo vidveis ndo tém uma
membrana intacta e funcional e, portanto, absorvem o corante de seus arredores. Isto
resulta na capacidade de distinguir facilmente entre células viaveis e ndo viaveis, uma
vez que as primeiras sdo ndo coradas, pequenas e redondas, enquanto as ultimas sdo
coradas e inchadas. Entretanto, é importante salientar que o método nao diferencia entre
células apoptoticas e necréticas (LOUIS; SIEGEL, 2011).

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

Além disso, a comparacdo detalhada das estimativas de células vivas versus
células mortas usando a exclusdo do azul de tripan avaliada manualmente e avaliada
eletronicamente por citometria de fluxo, indica que as duas técnicas fornecem resultados
muito semelhantes, embora haja entre si uma larga diferenca de robustez. Porém,
considerando que a técnica de exclusdo do corante descrita € mais provavel a erro
devido a subjetividade do operador, a abordagem da citometria de fluxo é menos
adequada para a avaliacdo da viabilidade celular durante o desempenho de técnicas
complexas e demoradas de purificacao celular (STROBER, 2015).

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

Senso assim, 0 ensaio com MTT é um dos testes mais populares para avaliar a
atividade de potenciais compostos antitumorais potenciais, e ele também € o ensaio
mais popular para examinar interacdes entre compostos. O teste em questdo foi criado e
descrito por Mosmann em 1983 (SLIWKA et al., 2016). O ensaio ¢é significativamente
influenciado por compostos que modificam o metabolismo de células individuais que
possuem a capacidade metabdlica de converter o brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -
2,5-difenil-tetrazélio (MTT) do sal de tetrazolio de cor amarela em seu metabolito roxo
chamado formazano que é insolvel em agua. Essa reacdo ocorre aumentando o nivel de
NADPH ou a atividade de LDH (lactato desidrogenase). O reagente MTT tetrazol é
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impermeavel a membrana celular. Ele é absorvido pelas células através de endocitose e
€ reduzido a seus metabdlitos de formazan insolGveis e puros por enzimas
oxidoredutases dependentes de NADPH, principalmente nos compartimentos
citosélicos (WANG; HENNING; HEBER, 2010; MIRZAYANS et al., 2017 a;
MIRZAYANS et al., 2017 b; MIRZAYANS et al., 2017 c).

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

O ensaio de MTT unicelular é simples porque envolve apenas a adi¢do do
reagente MTT ao meio de cultura, a incubacdo das células durante 1 a 2 horas,
avaliacdo microscopica e a aquisicdo de imagens celulares. A avaliacdo de dados
também ¢ direta. Independentemente do nivel da atividade metabdlica de uma célula,
se a mesma é capaz de converter o MTT em seu metabolito formazan para dar origem
a granulos de cristais escuros, entdo a célula ndo pode estar morta. Portanto, supondo
que um tratamento genotdxico particular possa resultar em uma diminui¢do na
atividade metabodlica de um subconjunto de células (por exemplo, refletindo
mudancas nas enzimas oxidoredutases), essas células ainda serdo capazes de
metabolizar o MTT. Por outro lado, as células mortas ndo metabolizam o MTT e,
portanto, permanecem livres de granulos e cristais de tetrazolio. Dessa forma, MTT €
particularmente muito Gtil para a avaliacdo da viabilidade de células individuais por
microscopia de uma maneira simples, mas altamente informativa e reproduzivel
(MIRZAYAN et al., 2018).

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

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

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

capacidade genotoxica da substancia teste (Figura 6).

Figura 6: Classificacdo de danos do DNA. Imagem visualizada em microscopio optico

por coloragdo com prata.

Classe 0 Classe 1 Classe 2

Classe 3 Classe 4

Fonte: VALENTE et al., 2017.

Entretanto, ndo tem efeitos na deteccdo de mecanismos aneugénicos e/ou
clastogénicos, que sdo eventos associados a carcinogenicidade e mecanismos

epigenéticos (COLLINS, 2004), com sensibilidade na identificacdo de lesdes pré-
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mutagénicas, de reparo, utilizando qualquer tipo de células nucleadas e ndo exigindo
gue as mesmas se encontrem em divisdo (LEAL et al., 2009). O teste cometa pode ser
aplicado em estudos de monitoramento clinico, entendimento da patogénese do cancer e
de doencas degenerativas, predi¢cdo de tumores, radiagdes e quimioterapias e estudos de
infertilidades, assim como avaliacdo de riscos ocupacionais e ambientais (STANG,
2010; TICE, 2015; GUNASEKARANA; GLADWIN; CHAND, 2015), além de
monitoramento de exposi¢do a antineoplasicos (GOMES JUNIOR et al., 2015).
Diversas células podem ser usadas em estudos de biomonitoramento clinico, tais como:
células mononucleares do sangue periférico, células do epitélio bucal, nasal, epitelial,
espermas, bem como, bidpsias de tecidos (LIAO; MCNUTT; ZHU, 2009).

2.6.3 Teste de microndcleos com blogueio de citocinese (CBMN)

Para avaliacdo de genotoxicidade de quimicos in vitro, o Teste de Micronlcleos
com Bloqueio de Citocinese é recomendado (CBMN) (NERSESYAN et al., 2014; EL-
ZEIN; VRAL; ETZEL, 2011). No que se refere a metodologia do CBMN, a mesma é
desenvolvida com o uso da citocalasina B para identificar células que se dividem em
cultura. A citocalasina B é um inibidor de polimerizacdo de actina, a qual é requerida
para a formacdo do anel que divide o citoplasma durante a citocinese. Desse modo, as
células podem ser identificadas por suas aparéncias binucleadas (FENECH, 2007).

Os danos induzidos por agentes quimicos e/ou fisicos podem, dependendo do
agente, causar a formacdo de microndcleos, brotos nucleares e/ou pontes
nucleoplasmaticas, além de poder induzir ou inibir necroses e ou apoptose (Figura 7). A
inducdo de necrose pode resultar na liberacdo de enzimas degradativas, que podem
causar a digestdo parcial de DNA. Nesta perspectiva, 0 ensaio de micronucleo &,
amplamente, usado como um ensaio in vivo bastante viavel para avaliar a ocorréncia de
alteracGes cromossémicas, que é um dos principais pontos finais da mutagenicidade. O
teste é utilizado ndo s6 para identificacdo de mutagdes, mas para a avaliagdo de riscos a
qual o organismo esteja susceptivel (HAYASHI, 2016).

Como visto, € de grande importancia a verificacdo da toxicidade genética e
cromossémica causada por novas biomoléculas, de forma a assegurar a saide humana e
animal. Assim, alguns biomarcadores de genotoxicidade e mutagenicidade sao
utilizados para a avaliacdo de efeitos agudos e crénicos de diversos agentes quimicos,
podendo predizer um perfil de seguranca e eficacia de novas moléculas (MALUF;
ERDITIMANN, 2003).
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Figura 7: Varios parametros que podem ser analisados atraves do ensaio de CBMN.
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Fonte: Fenech, 2007.

2. 6.4 Ensaios de avaliacdo da viabilidade celular e determinacdo de apoptose/necrose
em linhagens celulares

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

O método DNA laddering ou teste de fragmentacdo de DNA em gel é utilizado
para verificar a fragmentacdo internucleosomal do DNA das células tumorais, para
confirmar a apoptose induzida pelos compostos. A fragmentagdo do DNA tem sido o
principal critério bioquimico usado para distinguir os motivos da morte celular. Séo
formados oligonucleossomos de aproximadamente 180 pares de bases, bem como
fragmentos de DNA de alto peso molecular (aproximadamente 300 Kb) que constitui

um padrdo em forma de arraste no gel de eletroforese. O DNA caracteristico de uma
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fragmentacéo induzida por apoptose apresenta ambas as quebras de fita simples e dupla
(SINGH, 2000; BORGES, 2008; VOLTARELLI et al., 2008).

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

Outra emergente técnica para avaliacdo da morte celular é a citometria de fluxo,
que utiliza combinacao de dispersdo de luz e fluorescéncia emitida para detectar células
tendo varios estados estruturais, fisioldgicos e genéticos (CRONIN; WILKINSON,
2010). Diferentes técnicas de citometria de fluxo tém sido desenvolvidas para
caracterizacdo e quantificacdo de varios eventos celulares durante a apoptose, sendo o
protocolo de apoptose Anexina-V / 7-AAD um dos mais utilizados (DONG et al., 2009;
NIGJEN, et al., 2018). A anexina-V liga-se com elevada afinidade a fosfatidilserina,
presente na membrana celular, para formar um conjugado. Uma vez a Anexina-V
marcada com fluorocromos, é possivel detectar a apoptose por analises de citometria de
fluxo (TAIT et al., 1989; ANDREE et al., 1990). Utilizando anexina-V conjugada em
combinagdo com um corante de DNA impermeavel a membrana tal como iodeto de
propideo ou 7-aminoactinomicina D (7-AAD), pode-se discriminar entre células
viaveis, apoptoticas e necroticas (VERMES et al., 1995; VAN ENGELAND et al.,
1998; SCHMID et al., 2007; MARTIN et al., 1995; RINOM et al., 1997; HASPER et al.
2000).

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

Dentre as técnicas de quantificacdo de celulas apoptoticas e necréticas, 0 método

de coloracdo dupla por laranja de acridina e iodeto de propideo é uma tecnica
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econbmica e, também muito utilizada, sendo conveniente para detectar apoptose em
células tumorais e para testar a quimiossensibilidade do tumor em comparacdo com a
citometria de fluxo. De acordo com as alteragcdes das membranas celulares associadas a
apoptose durante o processo de morte celular, é feita uma clara distingdo entre células
normais, células apoptoticas precoces e tardias e células necréticas (LIU et al., 2015;
KAPLUM et al., 2018).

Essa técnica dispde de microscopia por fluorescéncia que pode visualizar células
vidveis contendo um nucleo verde com estrutura intacta, células em apoptose inicial que
aparecem como um nucleo verde claro com condensagdo de cromatina, células em
apoptose tardia que aparecem como densas areas em laranja com condensacdo de
cromatina, e necrose secundaria aparece como um nucleo laranja-avermelhado (NG et
al., 2013; HAJREZAIE et al., 2015).

2.6.5 Linhagem de células cancerigenas de Sarcoma 180

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

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

A identificacdo da progressao tumoral esta possibilitando o desenvolvimento de

novas possibilidades terapéuticas tendo como alvo células presentes no microambiente
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tumoral, enfatizando a importancia da elaboracdo de novas estratégias com o
restabelecimento do controle do ciclo celular por meio de agentes, que atuem nos pontos
de checagem, disponibilizando de estratégias viaveis na terapia anticancer. Neste
sentido, 0 modelo Sarcoma 180 pode ser utilizado para avaliar a agdo de componentes
fisicos, bioldgicos e quimicos sobre o crescimento, patogénese, imunologia, cinética e
terapia de células tumorais (ATKINS, 2006; FISCHER et al., 2007).

Os modelos com sarcoma sdo fundamentais para o entendimento da biologia
molecular do céncer. Eles sdo distinguidos por aberracbes moleculares tais como
mutacOes, delecdo intergenes, amplificacdes de genes e translocacfes (QUESADA,
AMATON, 2012). O Sarcoma 180 (S180) é bastante utilizado em estudos
experimentais (FACCHINI et al., 2014; JANA et al., 2015; YANG et al., 2018) com
taxa de disseminacdo e indice de proliferacdo determinados, permitindo o estudo
comparativo no uso de substancias potencialmente toxicas. O transplante de suas células
é realizado, em animais, via inoculacdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal,
com crescimento em até 100% dos casos, no qual pode ocorrer regressao natural em 8 a
10% (WAL et al., 2003). Quanto estar consolidado apresenta um répido crescimento
chegando uma média de 18x14x10 mm por volta de sete dias do transplante. Depois de
quatro semanas de evolucédo, a metastase comeca a surgir nos pulmdes (SILVA, 2014).

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

O alfa-terpineol € um monoterpeno com diversas atividades farmacologicas e com
perspectivas para atividade antitumoral. Assim, o estudo avaliou o potencial antitumoral
do alfa-terpineol utilizando os seguintes bioensaios in vitro: Viabilidade por azul de
tripan, teste de microndcleo com bloqueio de citocinese (CBMN), Ensaio Cometa,
Fragmentacdo do DNA em gel, citometria de fluxo e viabilidade celular por
fluorescéncia. Utilizou-se a linhagem de sarcoma 180 (S180) obtido pelo modelo
animal (Mus musculus). As concentra¢des do monoterpeno utilizadas foram: 100, 250 e
500 pg/mL. A Doxorrubicina (DOX) e a Cisplatina (quimioterapicos utilizados para
tratamento de sarcomas) foram utilizados como controle positivo (CP). Os resultados
mostraram 0 efeito citotoxico do o-terpineol em células de S180, reduzindo a
viabilidade celular de 100% do controle negativo (CN) para 50,9; 38,53; 30,82%
(p<0,05), quando incubado em concentracdes de 100, 250 e 500 pg/mL,
respectivamente. O alfa-terpineol, nos teste de cometa e CBMN, apresentou
genotoxicidade e mutagenicidade pelos elevados indices e frequéncias de danos e
efeitos clastogénicos (micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares). No
teste de fragmentacdo de DNA, marcacdo por fluorescéncia e citometria de fluxo, o
alfa-terpineol mostrou capacidade de causar apoptoses iniciais, tardias e necroses,
caracterizando-o como citotéxico e antitumoral por mecanismos citogenéticos
associados com instabilidade genética e morte celular.

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

Alpha-terpineol is a monoterpene with various pharmacological activities and prospects
for antitumor activity. Thus, the study evaluated the antitumor potential of alpha-
terpineol using the following in vitro bioassays: Tripan blue viability, micronucleus test
with blockade of cytokinesis (CBMN), Comet Assay, Gel DNA Fragmentation, flow
cytometry and viability by fluorescence. The sarcoma strain 180 (S180) obtained by the
animal model (Mus musculus) was used. The concentrations of monoterpene used were:
100, 250 and 500 ug / ml. Doxorubicin (Dox) and Cisplatin (chemotherapy used to treat
sarcomas) was used as a positive control (CP). The results showed the cytotoxic effect
of a-terpineol on S180 cells, reducing cell viability from 100% of the negative control
(CN) to 50.9; 38.53; 30.82% (p <0.05), when incubated in concentrations of 100, 250
and 500 pg / mL, respectively. Alpha-terpineol, in the comet and CBMN tests, showed
genotoxicity and mutagenicity due to the high indexes and frequencies of clastogenic
effects and damages (micronuclei, nucleoplasmic bridges and nuclear buds). In DNA
fragmentation, fluorescence labeling and flow cytometry, alpha-terpineol showed ability
to cause early, late and necrotic apoptosis, characterizing it as cytotoxic and antitumor
by cytogenetic mechanisms associated with genetic instability and cell death.

Key words: Natural products. Monoterpenes. Genotoxicity. Cancer.

1. INTRODUCAO

O céncer é considerado uma das maiores causas de mortalidade no mundo e tem
etiologia complexa, com envolvimento de diversos mecanismos bioquimicos,
fisiolégicos e moleculares (Ferlay et al., 2015). Os sarcomas sdo neoplasias malignas
heterogéneas, de origem mesenquimal, que podem ocorrer em Varios tecidos, tais como
osteossarcomas, rabdomiossarcomas e lipossarcomas. O estudo dos mecanismos
moleculares e citogenéticos envolvidos na doenga, investigados em diferentes modelos,
contribui para o avango das terapias dessas neoplasias (Post, 2012). Assim, pesquisas de
novos farmacos naturais candidatos a antitumorais sao necessarias para elucidar danos
citogenéticos nesse tipo de neoplasias (Husain & Verma, 2011; Taylor et al., 2013).

A maioria dos farmacos antineoplésicos utilizados clinicamente sdo isolados de
espécies de plantas ou sdo fundamentados em tais substancias (Kuzma et al., 2016).
Estudos como os de (Suhail et al., 2011; Manjamalai & Grace, 2012; Girola et al., 2015;
Fitsiou, Xavier, Lima & Sousa 2016) relatam sobre a atividade antitumoral in vitro e in
vivo de varios 0Oleos essenciais obtidos de plantas. Os 6leos essenciais sdo produtos
naturais com grande potencial farmacol6gico contra diversos tipos de tumores (Sobral et

al., 2014). Essa atividade antitumoral desses 6leos essenciais de diferentes espécies
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vegetais, tem sido associadas a existéncia de monoterpenos em sua composi¢do (Maggi
et al., 2013). O alfa terpineol, € um componente monoterpeno importante presente em
Oleos essenciais e tem demonstrado atividade antitumoral (Hassan, Gali-Muhtasib,
Goransson & Larsson 2010).

O alfa-terpineol é um a&lcool monoterpénico oxigenado volatil que
possui formula C10H1s0 e peso molecular 154.24. E amplamente utilizado na fabricagio
de perfumes, cosmeéticos, sabonetes e agentes antissépticos. Estudos sobre esse
composto revelam excelente atividade neuroprotetora (Parvardeh, Moghimi, Eslami &
Masoudi, 2016), antibacteriana (Li et al., 2014), efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes
(Moghimi, Parvardeh, Zanjani & Ghafghazi, 2016) atividade antifingica (Hammer,
Carson & Riley, 2003), antibacteriana (Zengin, Colak & Kili¢, 2014) e atividade
nematicida (Echeverrigaray, Zacaria & Beltrdo,2010).

Diversos estudos com fitoquimicos apontam para atividades antitumorais de
produtos naturais, por inducdo de apoptoses e inibicdo de proliferacdo celular (Beevi,
Mangamoori, Subathra, & Edula, 2010; Wu, Blackburn, Amburgey, Jaworska, &
Federle, 2017). Ademais, a instabilidade cromossdmica e os danos ao DNA estdo bem
associados a diversas doengas, especialmente o céncer. Portanto, as anormalidades
citogenéticas sdo importantes para o entendimento dos mecanismos da tumorigénese.
As alteracOes citogenéticas envolvem aneuploidia, delecdes, insercdes, quebras e perdas
de cromossomos (Giam & Rancati, 2015). Diversas metodologias toxicogenéticas sdo
utilizadas para avaliagdo in vitro desses tipos de mutacdes bem como a avaliagédo da
capacidade de induzir morte celular.

Dentre os testes, o bioensaio de micronicleos com blogueio de citocinese
(CBMN) pode determinar niveis de danos citogenéticos de varios agentes citotoxicos,
com perspectivas para atividade antitumoral, em células binucleadas (Fenech, 2006;
Fenech et al., 2011; Nakamura et al., 2015). Em outras abordagens, o ensaio cometa
versdo alcalina e a teste fragmentacdo de DNA podem detectar baixos niveis de danos
ao DNA, a exemplo de quebras de fitas simples e duplas (Kawaguchi et al., 2010).
Ademais, bioensaios mais refinados como citometria de fluxo e marcagdo por
fluorescéncia sdo importantes testes biologicos para deteccdo de morte celular
provocados pela substancia teste avaliada (Davison, 2016).

Portanto, sabendo-se da importancia da busca por novos compostos naturais com
potencial terapéutico na quimioterapia, o estudo teve por objetivo a avaliagdo dos

possiveis efeitos antitumorais do monoterpeno alfa-terpineol, por mecanismos
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citogenéticos indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose em
cultura primaria de Sarcoma 180 (S-180), por meio da aplicacdo de bioensaios

toxicogenéticos in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes quimicos utilizados no estudo

O monoterpeno alfa-terpineol foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). O meio de cultura RPMI 1640, penicilina e estreptomicina foram obtidos da
GIBCO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A doxorrubicina (Dox) e Cisplatina foram
obtidos da Eurofarma Laboratérios S.A. (S&o Paulo, Brasil). Alfa-terpineol foi
solubilizado em trés diferentes concentracfes (100, 250 e 500 pg/ml), utilizando o
solvente DMSO 1%. A Dox e Cisplatina foram utilizadas em uma Unica concentracdo

(2 pg/mL e 50 pg/mL, solubilizada em dH>0, respectivamente).

2.2 Cultura priméria de Sarcoma 180

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

realizados os testes.

2.3 Viabilidade celular por azul de Tripan em cultura primaria de S180

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

de expulsarem o azul de Tripan. As diferenciagdes celulares foram observadas em
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microscopia optica com o aumento de 400X, com o auxilio da camara de Neubauer.

2.4 Ensaio cometa

A versdo alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit &
Rothfuss (2012). Aliquotas de 10 pL de suspensdo celular de S180 (0,5 x 10°
células/mL) ap6s o tratamento de 24h foram misturadas com uma fina camada de
agarose de baixo ponto de fusdo 0,75% (90 uL) e colocadas sobre laminas pré-cobertas
com agarose normal 1,5%. Em seguida, as l&minas foram mergulhadas em solugéo de
lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10, com adicdo de 1% Triton X-
100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até 72 horas a 4°C. Apoés esse periodo, as
laminas foram incubadas em tampé&o alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH>13)
por 20 minutos; e, logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica de 300 mA e 25V
(0,90 V/cm) por 15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as laminas foram
neutralizadas com tampéo Tris (0,4 M e pH 7,5) e coradas com solucdo de prata. As
laminas foram analisadas quanto ao perfil fotomicrografico das células (aumento de
400X em microscopio Optico) e os resultados foram expressos em indice de danos (ID),
frequéncia de danos (FD) e % de apoptoses de 100 células em triplicata. O ID foi
calculado por meio da formula: ID = £ (niimero de células em determinada classe de
dano X classe de dano), que variou de 0 a 400 e FD pela seguinte formula: FD = 100 —

n° de células classe 0.

2.5 Fragmentacdo de DNA revelada por eletroforese em gel

0,5 x 10° de células de sarcoma 180 foram plaqueados em meio RPMI 1640,
sendo tratados nas concentragfes de 100, 250 e 500 pg/mL durante 24 h a 37 °C sob
uma atmosfera com 5% de CO,. Apds o periodo de tratamento, o0 DNA celular foi
extraido utilizando o protocolo de salting out, utilizando 100 pL de PBS, 200 ul de
tampao de lise e 20 pL de proteinase K. Apos a extragdo, a quantificacao foi feita com 2
pL da amostra para 198 pL de quantfluor one ds DNA bye. Para a producéo do gel de
eletroforese foi utilizado gel de agarose a 0,8%. Apos, foi adicionado 4 uL de corante
Diamond Dye néo diluido no gel. Em trés microtubos para cada concentracédo testada,
foi misturado 3 pL de Loading Dye mais 6 pL de amostra de DNA correspondente a
cada concentracdo testada e logo em seguida foram adicionados aos pogos do gel de

eletroforese. Para corrida de eletroforese foi padronizado a voltagem de 80 e
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amperagem de 60 por 1 h. O DNA marcador foi 0 DNA ladder 1 kb plus. Utilizou-se

como controle positivo a cisplatina a 50 ug/ml.

2.6 Teste de micronudcleos com bloqueio de citocinese (CBMN)

O CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007), com adaptacGes. Em
frascos de cultura contendo 2 mL de meio RPMI 1640 (fitohemaglutinina A GIBCO®
[Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA], 1 mM/L L-glutamina GIBCO® [Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA], suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal Sigma-Aldrich
[St. Louis, MO, EUA] e 1% (p/v) de penicilina/estreptomicina Sigma-Aldrich [St.
Louis, MO, EUA] foram adicionados 20 pL de suspenséo celular de S180 (0,5 x 10°
células/mL). Em cada frasco de cultura foram acrescidas as solucdes teste e controles.
As células foram incubadas por 44 h a 37° + 1°C. Ap0s este periodo, foram adicionados
as culturas 6 pg/mL de Citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO), retornando os frascos a
incubacdo por mais 28h. Ao final de 72 h, as culturas foram transferidas para tubos
falcon e centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado
e o pellet celular foi levemente agitado, para nova centrifugacdo apés a adi¢cdo de 5 mL
de fixador (metanol:dcido acético, 5:1) e 3 gotas de formaldeido aos tubos. O
procedimento foi repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeido. Por
fim, o sobrenadante foi descartado e 2 a 4 gotas da suspensao celular foram gotejadas
sobre laminas, as quais foram coradas com solucdo de Giemsa 5% por 7 minutos. As
laminas, previamente codificadas, foram analisadas em teste cego, com auxilio de
microscopio optico (1000X), considerando os danos citogenéticos (microndcleos, brotos
nucleares e pontes nucleoplasmaticas) presentes em 1000 células por lamina em

triplicata.

2.6.1 IDN e IDNC dos grupos testados no teste de CBMN

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

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

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

IDNC =
Nimero total de células
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Nota: “Apoptose” representa o nimero de células apoptoticas, “Necrose” o
numero de células necroéticas, “M1”° o numero de células viaveis com 1 nucleo, “M2” o
numero de células viaveis com 2 nucleos, “M3” o namero de células viaveis com 3
nucleos, “M4” o niamero de células viaveis com 4 nucleos, ¢ “Numero total de células”

representa o nimero total de células analisadas, 1.000 por lamina.

2.7 Quantificacdo da apoptose usando Microscopia Confocal de Fluorescéncia
(MCF) com dupla coloracéo por iodeto de propidio e laranja de acridina

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

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

2.8 Avaliacéo da viabilidade celular por citometria de fluxo

Para determinar a porcentagem de células tumorais S180 vivas, em apoptose e
em necrose apds exposicdo ao alfa-terpineol por 24h, 0,5 x 10° células foram
adicionadas a cada um dos cinco tubos, o tubo ndo marcado, tubo controle positivo e 0s
3 tubos com células expostas as concentrages 100, 250 e 500 pg/mL. Os tubos foram
centrifugados para a retirada do meio e foram adicionados 100 pL de solucdo salina

0,9% e homogeneizados em vortex. Em seguida, 2 uL de Annexin V PE e 2 pL de 7-
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AAD do kit PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I BD Pharmigen® foram
adicionados aos tubos e incubados em ambiente escuro por 30 minutos. ApoOs esse
periodo, 300 pL de solucéo salina foram adicionados e 30.000 eventos foram adquiridos
e gravados em citdmetro de fluxo FACSCanto |I®.

2.9 Andalise estatistica

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

3. RESULTADOS

3.1 Viabilidade por azul de Tripan

O alfa-terpineol, nas concentragdes testadas, assim como a Dox (2 pg/mL)
interferiram, significantemente, na viabilidade celular da cultura priméaria de S180
(Figura 1), indicando efeitos citotdxicos. Observou-se diferencas estatisticas entre a
menor e maior concentragdo do monoterpeno, bem como em relacdo as 02 menores

concentracGes em comparacgdo a Dox.

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

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

comparado ao controle positivo (Tabela 1).

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

Concentracéo Indice de Frequéncia Apoptose
dano de dano (%)
Controle negativo - 27,6 £25 21,3+25 6,0£2,0
Controle positivo 2 ug/MI 314,3 + 15,62 94,3+4,9 79,3 £ 3,02
100 yg/MI - 122,6 +£30,0° 82,6+11,6® 350+ 10,0®
alfa-terpineol 250 ug/mL 222,0+4,5%  983+28° 446+ 156%®
500 pg/Ml 238,0+26% 896+15°  416+25%

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

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

0,5, respectivamente), exceto para a concentragcdo de 250 pg/mL da classe de dano
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D3. Para o controle positivo de D2, houve aumento estatistico apenas para 0s
tratamentos de 100 e 250 pg/mL. Em D3, apenas o tratamento de 100 pg/mL
mostrou-se diminuido em relacdo ao controle positivo. No tipo D4, apenas a
concentracdo de 500 pg/mL junto com o CP demonstraram aumento estatistico em
relacdo ao controle negativo. Além disso, todos os tratamentos apresentaram valores

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

Figura 2: Variacdo quantitativa dos tipos de dano (D0-D4) para o teste cometa em
células de sarcoma 180 tratadas com alfa terpineol nas concentragdes de 100, 250 e
500 pg/mL.
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ANOVA one-way com pos teste de Tukey. (a) - Estatisticamente significante (p<0,05)
em relacdo ao CN; (b) - Estatisticamente significante (p<0,05) em rela¢éo ao CP; (c) -
Estatisticamente significante (p<0,05) em relacdo a menor concentracao (100 pg/mL).

3.3 Avaliacdo da apoptose por fragmentacdo de DNA em gel

Na fragmentacdo de DNA determinada por eletroforese em gel de agarose, foi
observado um arraste (SMEAR) nas concentra¢des de 100 e 500 pg/mL, o que indica
que o alfa-terpineol possui capacidade de fragmentar o DNA, caracterizando a
presenca de apoptoses das células tumorais nessas concentracdes. Ademais, na
concentragdo de 500 pg/mL, o alfa-terpineol mostrou praticamente uma auséncia de
banda gendmica e, por conseguinte, um padréo de arraste mais destacado do que o

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

A B C D E

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

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

O alfa-terpineol apresentou efeitos mutagénicos por indugdo de micronucleos em
S180, como também por aumento significante no nimero de pontes e brotos nucleares,
para as trés concentragdes testadas (100, 250 e 500 pg/mL), quando comparado ao CN.
Também foi observado citotoxicidade pelos indices de divisdo celular (IDN) e pelo
indice de divisdo nuclear considerando citotoxicidade (IDNC) tambem pelas trés
concentracOes avaliadas. Esses dados apontam que o alfa-terpineol causa danos fixos
(mutacBes) ao DNA pela inducdo de micronlcleos e mostrou-se antitumoral por
inducdo de citotoxicidade (IDN e IDNC estatisticamente significantes). Provavelmente,
esse efeito esta relacionado com as alteracGes citogenéticas observadas (Tabela 2)
(Figura 5). Além disso, o0 composto em questdo induziu significantemente o aumento de
apoptoses (93 = 6,0; 124,6 + 12,8; 144 + 8,5) e necroses (65 £ 5,5; 85 + 6,2; 82 £ 6,4)

para as 03 concentra¢des avaliadas em comparagdo com o CN (figura 4).
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Tabela 2. Mutagenicidade e citotoxicidade causados pelo alfa-terpineol em Sarcoma
180 apds 72h de exposicao avaliados por meio do teste de micronucleos com bloqueio
de citocinese.

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

Valores representam a média +

desvio padrdo. CN: células ndo tratadas. Dox:

Doxorrubicina 2 pg/mL. IDN: indice de divisdo nuclear. IDNC: indice de divisao nuclear
considerando a citotoxicidade. ANOVA, uma via, seguido de pds-teste de Tukey. ?
p<0,05 comparado ao grupo CN. ? p<0,05 comparado & Dox.

Figura 4. Apoptose e necrose induzidas pelo alfa-terpineol em cultura primaria de S180,

apos 72h de exposicédo pelo teste de CBMN.
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desvio padrdo. CN: células ndo tratadas. Dox:

Doxorrubicina 2 pg/mL. ANOVA, duas vias, seguido de pos-teste de Tukey.
***n<0,001; ** p<0,01 comparado ao grupo CN (a) e CP (b).
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Figura 5. Perfil fotomicrografico da linhagem de Sarcoma 180 tratados com alfa-terpineol (100, 250 e 500 pug/mL) analisadas por meio do teste de
CBMN. Coloracdo com Giemsa a 10% e aumento de 1000X ao microscopio ptico. BN: células binucleadas. MN: micronucleos. AP: apoptose.




3.5 Quantificagdo de apoptose e necroses usando Microscopia Confocal de
Fluorescéncia (MCF)

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

Figura 6: Avaliagdo da capacidade citotoxica do alfa-terpineol em células de S180
através da marcacao fluorescente em microscopio confocal de fluorescéncia (MCF).
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Valores representam a média + desvio padrdo. ANOVA seguido de pds-teste de Tukey.
* p<0,05; *** p<0,001 comparado ao grupo CN (a) e Doxorrubicina (b).
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Figura 7. Citotoxicidade do alfa-terpineol (100 pg/mL) em linhagem de Sarcoma 180
analisadas por meio de Microscopia Confocal de Fluorescéncia (MCF) dupla coloragéo
por iodeto de propideo e laranja de acridina.

Controle Doxo 10 uM

3.6 Viabilidade celular por citometria de fluxo

A analise por citometria de fluxo demonstrou que o alfa-terpineol induz
apoptose tardia/necrose em 76%, 88,1% e 93,2% das células do sarcoma 180 (Figura 8)
apo6s 24h de exposicdo nas concentragcdes de 100, 250 e 500, respectivamente. Para
apoptose inicial os valores em S180 foram 1,6%; 0,2% e 0,0% nas concentracfes de
100, 250 e 500 pg/mL respectivamente. Com relacdo as células vivas, foi observado
uma reducdo da porcentagem com o aumento da concentracédo, sendo estes os valores de
22,4%; 11,6%; 6,8% nas concentragdes testadas. Esses dados mostram a confirmacao

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

Nestes Gltimos anos, tem-se observado a eficiéncia dos 6leos essenciais e seus
compostos quimicos como fonte de novos produtos naturais bioativos. Conhecer e
explorar produtos vegetais naturais como uma alternativa para encontrar novas
subsntancias quimicas como agentes anticancerigenos € uma das areas de pesquisa que
mais crescem (Gautam, Mantha & Mittalk, 2014). Levando em conta que o0s
monoterpenos sd0 comuns em muitas espécies de plantas e sdo empregados em
preparacfes cosmeticas e farmacéuticas, bem como na industria de alimentos, €
importante analisar o potencial farmacoldgico dos monoterpenos com atividade
anticancerigena (Sobral et al., 2014).

A avaliagdo desses compostos bioativos anticancerigenos é medido pela

capacidade de detectar células cancerigenas e promover seletivamente sua apoptose
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(Liu, Liu, Liu & Wu, 2015). Dentre estes compostos, o alfa-terpineol € um constituinte
majoritario de diversas espécies de plantas em uso da medicina popular, e por isso,
torna-se relevante seu estudo para investigar seus efeitos citotoxicos com foco na
supressdo do crescimento de células cancerigenas ou para aumentar a morte de células
cancerigenas contra a quimiorresisténcia causada pela quimioterapia Wang & Yi, 2010;
Kumar, Sulapaka, Babu & Padwad, 2015; Khaleel, Tabanca & Buchbauer, 2018).

A atividade antitumoral in vitro foi avaliada pelo ensaio de citotoxicidade
utilizando o corante azul de tripan. Esse teste determina o numero de células viaveis
com membrana plasmatica intacta, capaz de excluir o corante (Pita et al., 2012). O alfa-
terpineol nas concentragdes de 100, 250 e 500 pg/mL para o bioensaio mostrou efeito
citotoxico sobre células de Sarcoma 180 nas concentragdes citadas. Taherkhani (2016)
avaliando a toxicologia do 6leo essencial de Artemisia ciniformis, constituido de alfa-
terpineol e alguns de seus isbmeros, observou uma citotoxicidade desse 6leo pelo teste
de MTT em células do céncer cervical (HelLa). Este estudo demonstrou que nas
concentragles de 19,64 pg/mL e 28 ug/mL, o 6leo inviabilizou as células HeLa em 50%
e 66,87%, respectivamente. Isso mostra que Oleos essenciais contendo alfa-terpineol
podem ter efeitos citotdxicos contra linhagens celulares tumorais.

Os efeitos citotoxicos do monoterpeno podem estar relacionados com o seu
potencial genotdxico observado nas células tumorais de S180 através dos testes de
cometa e CBMN. O ensaio cometa permite avaliar os danos ao DNA causados pela
substancia teste bem como a capacidade de induzir apoptose nas células tumorais com
base no padrédo de fragmentacdo do DNA DNA (Bednarek, Sypniewski, Klama-Baryta,
Galka & Machnik, 2006). Com isso, o teste de genotoxicidade mostrou a capacidade do
alfa-terpineol de induzir quebras no DNA total de células de S180 nas trés
concentracOes testadas, além de ser capaz de causar um aumento da porcentagem de
apoptose. Em consonancia com esse resultado, um estudo com o carvacrol, um
monoterpeno estruturalmente semelhante ao alfa-terpineol, através do ensaio cometa
modificado por FPG (DNA formamidopirimidina glicosilase) em células de carcinoma
de colon humano (Caco-2), mostrou que na concentracdo de 69 ug/mL causou quebras
nas fitas de DNA indicando danos as bases purinas (Llana-Ruiz-Cabello et al., 2014).

No teste de mutagenicidade de CBMN, o alfa terpineol nas trés concentracoes
testadas mostrou-se citotoxico de forma dose dependente para a avaliacdo do IDN, bem

como induziu a presenca de microndcleos, pontes e brotos nucleares. Um estudo com
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linalol, um monoterpeno estruturalmente semelhante e com mesmo peso molecular do
alfa-terpineol, mostrou ter efeitos citotoxicos ao induzir células de cancer de mama
humano (T-47D), hepatocarcinoma humano (HepG2) e carcinoma de pulmdo humano
(A549) a sofrerem apoptose e desencadear a morte celular (Chang & Shen, 2014).
Sendo o linalol um analogo do alfa-terpineol, 0 mesmo em condi¢bes acidas de
metabolizacdo pode se transformar em alfa-terpineol, assim, entende-se que ambos
possuam perfis toxicogenéticos semelhantes (Wu et al., 2010). Esses achados nos
fornece evidéncias de que o alfa-terpineol, em condigdes experimentais, tém efeitos
citotoxicos pela capacidade de causar apoptose, necrose (valores baixos e significantes
de IDN e IDNC) e efeitos mutagénicos por agir como agente clastogénico em células de
S180. Tanto o IDN como o IDNC avaliados no teste de CBMN, sdo varidveis respostas
importantes relacionados com a capacidade de inducdo de parada de ciclo e morte
celular.

Ndo ha estudos do alfa-terpineol em relacdo aos efeitos genotoxicos e
mutagénicos para sarcomas. Este estudo é o primeiro relato sobre a deteccdo do seu
potencial clastogénico em linhagem de S180 usando teste de cometa e CBMN. Os
biomarcadores citogenéticos aqui apresentados mostraram evidéncias de que o alfa-
terpineol nas concentragdes testadas causou lesdes gendmicas ou interferiram no reparo
do DNA. Pesquisas com constituintes de 06leos essenciais mostraram alguns efeitos
prejudiciais no DNA que interferem na estabilidade gendmica tais como a capacidade
de quebrar ligacGes fosfodiéster do DNA. Ademais, ocorre a producdo de bases
oxidadas, como a 8-oxoguanina (8-oxoGua) que possui potencial mutagénico pela sua
capacidade de emparelhar com adenina, além da formacdo de um indicador de estresse
oxidativo, a 8-hidroxi-deoxiguanosina (8-OHdG) que também induz alteracdes no
material genético (mutacges), tais como, rearranjos cromossdémicos, inser¢@es, delecdes
e amplificacbes génicas (Kocaman et al., 2011; Llana-Ruiz-Cabello et al., 2014;
Erdogan; Ozkan, 2013). Assim, os efeitos genotoxicos e mutagénicos podem
intensificar os efeitos citotdxicos resultando em parada do ciclo celular e,
eventualmente, apoptose através da ativacdo de genes pro-apoptoticos e supressdo de
genes antiapoptoticos (Peres & Cunha, 2013).

Véarios métodos mais sensiveis de deteccdo da apoptose foram desenvolvidos
para apontar alteragdes na morfologia celular, bem como interagir com marcadores de

superficie associados a apoptose (Liu et al.,, 2015). Estudo adicionais para a
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quantificacdo da apoptose, tais como testes de fragmentacdo de DNA em gel, citometria
de fluxo e MCF com dupla marcacéo por laranja de acridina e iodeto de propideo foram
realizados no presente estudo. A integridade do DNA desempenha um papel
fundamental na proliferacdo celular, logo a fragmentacdo do mesmo inviabiliza o
desenvolvimento da célula, bem como € uma das caracteristicas tipicas da apoptose
(Wong, 2011; Archana, Dutta, & Dutta, 2013). Um estudo com gama-terpineol, um
isdmero do alfa-terpineol, demonstrou que na concentragdao de 320 pg/mL, 0 isOmero
induziu a fragmentagdo do DNA de células de hepatoma BEL-7402, confirmando a
apoptose em multiplos de 180-200 pb apos 12, 24, 36, 48 h (Wu et al., 2014).
Corroborando com os achados de Wu et al. (2014), No nosso estudo, o teste de
fragmentacdo de DNA em gel mostrou que o DNA foi fragmentado apds o tratamento
em células de S180 nas concentragdes de 100 e 500 pg/mL, em um tempo de exposi¢ao
de 24 h de forma dose dependente.

A analise por citometria de fluxo mostrou fortes indicios de que o alfa-terpineol
apresenta atividade antitumoral contra células S180 de forma dose dependente para 0s
eventos de apoptose tardia e necrose presente nos quadrantes Q2 e Q4, respectivamente.
Foi observado que a medida que aumenta a concentracdo, a apoptose tardia diminui,
porém, em contra partida aumenta a necrose. Além disso, a baixa porcentagem de
células em apoptose inicial presente no quadrante Q1 é semelhante aos resultados
adquiridos no teste MCF. Isso comprova seu potencial antitumoral, uma vez que a
exposicdo da fosfatidilserina € transitéria na apoptose inicial (Kenis et al., 2010). Em
Q2, o nimero de células em apoptose tardia (duplo positivo) foi maior apenas na menor
concentracdo (100 pg/mL). A marcacdo das células tumorais com Anexina-V e com
intercalador de DNA impermeével & membrana, o 7-aminoactinomicina D (7-AAD)
permite discriminar entre células viaveis, apoptéticas e necroticas secundarias (Dong et
al., 2009).

As celulas podem, também, ser classificadas como duplamente positivas, pelo
fato da membrana estar danificada a ponto de permitir a passagem de 7-AAD para o
interior da célula, bem como permitir a ligacdo da Anexina-V em fosfatidilserina do
lado interno da membrana. Porém, ndo é possivel distinguir entre apoptose tardia e
células necrdticas nesta populacdo dupla positiva (Q2) usando citometria de fluxo
classica (Pietkiewicz et al., 2015). Essas informacdes apontam que o alfa-terpineol pode

matar células tumorais por apoptose e necrose, principalmente por necrose (Q4) quando
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as concentracdes forem superiores a 100 pg/mL, segundo o teste analisado. Esses
achados colaboram com os resultados significantes de necroses encontrados no teste de
CBMN no presente estudo.

A necrose € definida como um processo de morte celular controlada
geneticamente. Ela eventualmente resulta em extravasamento do contetdo intracelular,
bem como é morfologicamente caracterizada por granulacdo e inchaco citoplasmatico,
assim como fragmentacdo de organelas e ruptura da membrana plasmatica (Berghe,
Linkermann, Jouan-Lanhouet, Walczak & Vandenabeele, 2014). Dentre essas
caracteristicas, € importante enfatizar que a fragmentacdo do nucleo é geralmente
considerada como um sinal de morte celular apoptética, mas também pode ocorrer em
menor extensdo na necrose como observados pelo resultados do teste de citometria
(Lorent, Lins, Domenech, Quetin-Leclercq, Brasseur, & Mingeot-Leclercq, 2014).

Devido a lipofilicidade dos monoterpenos como carvacrol e timol, moléculas
estruturalmente semelhantes ao alfa-terpineol, podem penetrar na bicamada
fosfolipidica, aumentando a permeabilidade da membrana celular, a dissipacdo da forca
protomotriz e o vazamento de ions inorganicos, resultando em lise e morte celular
(Souza, Oliveira, Stamford, Conceicdo, & Gomes Neto, 2013; Lambert, Skandamis,
Coote & Nychas, Lambert, R. J. W., Skandamis, P. N., Coote, P. J., & Nychas, G. J.
2001). Um estudo com o isdmero do alfa-terpineol, o terpinen-4-ol (0,04%), mostrou
atividade antiproliferativa em células cancerigenas de pulmao de rato (AE17) através da
morte celular por necrose na medida que aumentava o tempo de (Greay, Ireland,
Kissick, Levy, Beilharz, Riley, & Carson, 2010). Portanto, segundo o teste de citometria
de fluxo, entende-se que um dos mecanismos que justifica a atividade antitumoral do
alfa-terpineol é a exposicdo da fosfatidilserina e perda da integridade da membrana
plasmatica, causando a morte da célula por apoptose tardia e necrose, respectivamente.

A dupla marcacdo por laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP)
visualizada sob um microscépio fluorescente, pode ser usado para identificar alteracfes
de membranas celulares associadas a apoptose durante o processo de morte celular e
distinguir com precisdo células em diferentes estagios de apoptose (Gherghi, Girousi,
Voulgaropoulos, & Tzimou-Tsitouridou, 2003; Liu et al., 2015). O LA é um corante
permeavel que marca em verde o nucleo, enquanto o IP é absorvido pelas células cujas
membranas celulares estdo danificadas e a integridade da membrana é perdida (Pavithra,
Mehta, & Verma, 2018).
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Um estudo de inducdo da apoptose com 6leo essencial de Pamburus missis, nas
concentracOes entre 50 e 100 pug/mL em linhagem de céancer de pele ndo melanoma
(A431), utilizando o teste de dupla marcacdo LA/IP, demostrou que tais células
apresentaram condensacdo da cromatina, formacao de esferas e formacdo de bolhas na
membrana, caracterizando apoptose (Pavithra et al., 2018). No nosso estudo, as células
de S180 tratadas com alfa-terpineol (100 pg/mL) foram induzidas a apoptose. Ademais,
0 estagio de apoptose que 0 monoterpeno mais induziu foi o de apoptose tardia. O alfa-
terpineol, na menor concentragdo, parece ter melhor efeito na indugdo da apoptose.
Porém, em concentracdes elevadas, pode matar as celulas por necrose como mostrado
no teste de citometria de fluxo.

Mediante os testes realizados, um dos principais mecanismos moleculares que
elucida os resultados do presente estudo € a capacidade do alfa-terpineol de inibir a acéo
de AKT, JNK1, JNK2, como também na quinase do inibidor kappa B (IKK), o que, por
consequéncia, ira impedir ou reduzir a translocacdo do NF-xB para o nucleo (figura 9).
A regulagdo negativa da transcricdo de NF-xB, em outras palavras, ir4 proporcionar o
aumento da sensibilidade a acdo de agentes antitumorais ou interromper a proliferacdo
causada por células tumorais (Hassan et al., 2010; Blowman, Magalhaes, Lemos,
Cabral, & Pires, 2018; Khaleel, Tabanca, & Buchbauer, 2018).

A inibicdo de NF-xB aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio,
causando despolarizagdo mitocondrial, abertura do poro de permeabilidade, liberacdo do
fator apoptotico citocromo c e liberacdo de caspases 9 e 3 (Silva & Ferrari, 2011;
Grivicich, Renger & Rocha, 2007). E importante enfatizar que caspase 3 esta associada
a inducdo da translocacéo da fosfatidilserina para o folheto externo da membrana celular
no processo de apoptose. Esse novo posicionamento da fosfatidilserina serve como
sinalizador para que células fagociticas das proximidades englobem os fragmentos
celulares e completem o processo de degradacdo (Mandal, Mazumder, Kundu & Basu,
2005; Parolin & Reason, 2001).

Além de coordenar respostas imunolégicas, o NF-xB esta relacionado a
mecanismos de sobrevida celular. Uma vez sendo inibido, produzird na maioria dos
casos, a reducdo da expressdo de genes alvos que pertencem a maquinaria
antiapoptdtica da ceélula, isto é, membros da familia Bcl-2 e IAP (Nogueira, Ruiz-
Ontafion, Vazquez-Barquero, Moris, & Fernandez-Luna, 2011), confirma tais

mecanismos, mostrando que o alfa-terpineol tem potencial atividade anticancerigena
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contra a linhagem de células cancerigenas MCF-7 por meio da estimulacdo da apoptose
através da diminuicdo da expressdo de Bcl-2, como o0 aumento das expressdes de Bax
(Figura 9).

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

O alfa-terpineol causou citotoxicidade em células de Sarcoma 180 pelos
elevados e significantes indices de morte celular tanto por apoptose como necrose nos
diferentes bioensaios avaliados. Em adicdo, induziu genotoxicidade de forma dose
dependente observados pelos indice e frequéncia de danos, bem como mutagenicidade
visualizada nas alteracdes citogenéticas como microndcleos, pontes nucleoplasmaticas e
brotos nucleares em Sarcoma 180. A avaliagéo dos efeitos antitumorais do alfa-terpineol
em nessas células tumorais, no presente estudo, mostrou indicios de sua capacidade em

promover morte celular por apoptose, em menores concentragcdes, como também por
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necrose em maiores concentraces. Entende-se que um dos mecanismos que justifica a
atividade antitumoral do alfa-terpineol é a exposicdo da fosfatidilserina e perda da
integridade da membrana plasmatica. Estudos adicionais de avaliagdo molecular e
nanotecnologia, com menores concentracdes, devem ser encorajados como perspectivas

para formulacdes farmacéuticas antitumorais para o alfa-terpineol.
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it is expected that the paper will not be published in another journal or book in either the
same or another format or language.

Once the submission has been prepared in accordance with the Author Guidelines,
manuscripts should be submitted online via ScholarOne
at mc.manuscriptcentral.com/jcb-wiley. Click here for more details on how to use
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manuscript has not been submitted or published at any other journal, the researchers’
compliance with local, state and national regulations for use of animal or human
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The manuscript should be submitted in separate files: main text file; figures.
Main Text File
The text file should be presented in the following order:

o A short informative title containing the major key words. The title should not
contain abbreviations (see Wiley's best practice SEQO tips);

e Asshort running title of less than 40 characters;

e The full names of the authors;

e The author's institutional affiliations where the work was conducted, with a
footnote for the author’s present address if different from where the work was
conducted,;

e Acknowledgments;

e Abstract and keywords;

e Main text;

e References;

e Tables (each table complete with title and footnotes);

e Figure legends;

o Appendices (if relevant)

Figures and supporting information should be supplied as separate files.
Authorship

Please refer to The Journal of Cellular Biochemistry’s Authorship policy in the
Editorial Policies and Ethical Considerations section for details on author listing
eligibility.

Acknowledgements

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be
listed, with permission from the contributor, in an Acknowledgments section. Financial

and material support should also be mentioned. Thanks to anonymous reviewers are not
appropriate.

Conflict of Interest Statement

Authors will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission
process. For details on what to include in this section, see the ‘Conflict of Interest’
section in the Editorial Policies and Ethical Considerations section below. Submitting
authors should ensure they liaise with all co-authors to confirm agreement with the final
statement.

Abstract

The Abstract should be clearly written in 300 words or less and should succinctly state
the objectives of the study, experimental design, major observations and conclusions,
and their major significance. The abstract should be intelligible to neuroscientists in
general and should thus be free of specialized jargon and abbreviations. References
should generally not be cited in the abstract, but if they are, the complete citation should
be given. Please provide main keywords.

Keywords

Please provide up to 5-7 keywords. Keywords should be taken from those
recommended by the US National Library of Medicine's Medical Subject Headings
(MeSH) browser list at www.nlm.nih.gov/mesh.
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Main Text

e The Journal of Cellular Biochemistry uses British/US spelling; however, authors
may submit using either option, as spelling of accepted papers is converted
during the production process.

o Footnotes to the text are not allowed and any such material should be
incorporated into the text as parenthetical matter.

References

References should be prepared according to the Publication Manual of the American
Psychological Association (6th edition). This means in text citations should follow the
author-date method whereby the author's last name and the year of publication for the
source should appear in the text, for example, (Jones, 1998). The complete reference list
should appear alphabetically by name at the end of the paper. References should be
limited to 50. (A maximum of 25 table and figure footnotes is allowed if necessary).

Examples of APA references are listed below. Please note that a DOI should be
provided for all references where available. For more information about APA
referencing style, please refer to the APA FAQ. Please note that for journal articles,
issue numbers are not included unless each issue in the volume begins with page one.

Journal article
Beers, S. R., & De Bellis, M. D. (2002). Neuropsychological function in children with
maltreatment-related posttraumatic stress disorder. The American Journal of Psychiatry,
159, 483-486.

http://dx.doi.org/10.1176/appi.ajp.159.3.483

Book
Bradley-Johnson, S. (1994). Psychoeducational assessment of students who are visually
impaired or blind: Infancy through high school (2nd ed.). Austin, TX: Pro-ed.

Internet Document
Norton, R. (2006, November 4). How to train a cat to operate a light switch [Video file].
Retrieved from www.youtube.com/watch?v=Vja83KLQXZs

Endnotes

Endnotes should be placed as a list at the end of the paper only, not at the foot of each
page. They should be numbered in the list and referred to in the text with consecutive,
superscript Arabic numerals. Keep endnotes brief; they should contain only short
comments tangential to the main argument of the paper.

Footnotes

Footnotes should be placed as a list at the end of the paper only, not at the foot of each
page. They should be numbered in the list and referred to in the text with consecutive,
superscript Arabic numerals. Keep footnotes brief; they should contain only short
comments tangential to the main argument of the paper and should not include
references.

Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive—the figure and its legend must be
understandable without reference to the text. Include definitions of any symbols used
and define/explain all abbreviations and units of measurement.

Tables
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Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained
in the text. They should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends
should be concise but comprehensive — the table, legend, and footnotes must be
understandable without reference to the text. All abbreviations must be defined in
footnotes. Footnote symbols: 1, f, §, 9, should be used (in that order) and *, **, ***
should be reserved for P-values. Statistical measures such as SD or SEM should be
identified in the headings.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-
review purposes, a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted.
Click here for the basic figure requirements for figures submitted with manuscripts for
initial peer review, as well as the more detailed post-acceptance figure requirements.

No more than 8 figures may be presented, approximately equivalent ot 3 pages-worth
total.

Color Figures

Figures submitted in color may be reproduced in color online free of charge. Please
note, however, that it is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied
in black and white so that they are legible if printed by a reader in black and white. If an
author would prefer to have figures printed in color in hard copies of the journal, a fee
will be charged by the Publisher.

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article, but provides
greater depth and background. It is hosted online and appears without editing or
typesetting. It may include tables, figures, videos, datasets, etc.

Click here for Wiley’s FAQs on supporting information.

Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the
paper are available via a publicly available data repository, authors should include a
reference to the location of the material within their paper.

General Style Points
The following points provide general advice on formatting and style.

e Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are used
repeatedly and the abbreviation is helpful to the reader. Initially, use the word in
full, followed by the abbreviation in parentheses. Thereafter use the abbreviation
only.

¢ Units of measurement: Measurements should be given in SI or SI-derived
units. Visit the Bureau International des Poids et Mesures (BIPM) website for
more information about SI units.

e Numbers: Numbers under 10 are spelt out, except for: measurements with a unit
(8mmol/l); age (6 weeks old), or lists with other numbers (11 dogs, 9 cats, 4
gerbils).

e Trade Names: Chemical substances should be referred to by the generic name
only. Trade names should not be used. Drugs should be referred to by their
generic names. If proprietary drugs have been used in the study, refer to these by
their generic name, mentioning the proprietary name and the name and location
of the manufacturer in parentheses.
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Resource Identification Initiative

The Journal of Cellular Biochemistry supports the Resource ldentification Initiative,
which aims to promote research resource identification, discovery, and reuse. This
initiative, led by the Neuroscience Information Framework and the Oregon Health &
Science University Library, provides unique identifiers for antibodies, model organisms,
cell lines, and tools including software and databases. These IDs, called Research
Resource Identifiers (RRIDs), are machine-readable and can be used to search for all
papers where a particular resource was used and to increase access to critical data to
help researchers identify suitable reagents and tools.

Authors are asked to use RRIDs to cite the resources used in their research where
applicable in the text, similar to a regular citation or Genbank Accession number. For
antibodies, authors should include in the citation the vendor, catalogue number, and
RRID both in the text upon first mention in the Methods section. For software tools and
databases, please provide the name of the resource followed by the resource website, if
available, and the RRID. For model organisms, the RRID alone is sufficient.

Additionally, authors must include the RIIDs in the list of keywords associated with the
manuscript.

To Obtain Research Resource Identifiers (RRIDs):

1. Use the Resource Identification Portal, created by the Resource Identification
Initiative Working Group.

2. Search for the research resource (please see the section titled “Search Features
and Tips” for more information).

3. Click on the “Cite This” button to obtain the citation and insert the citation into
the manuscript text.

If there is a resource that is not found within the Portal, authors are asked to register the
resource with the appropriate resource authority. Information on how to do this is
provided in the “Resource Citation Guidelines” section of the Portal.

If any difficulties in obtaining identifiers arise, please contact rii-
help@scicrunch.org for assistance.

Example Citations:

Antibodies: "Wnt3 was localized using a rabbit polyclonal antibody C64F2 against
Wnt3 (Cell Signaling Technology, Cat# 2721S, RRID: AB_2215411)"

Model Organisms: "Experiments were conducted in c. elegans strain SP304
(RRID:CGC_SP304)"

Cell lines: "Experiments were conducted in PC12 CLS cells (CLS Cat#
500311/p701_PC-12, RRID:CVCL_0481)"

Tools, Software, and Databases: "Image analysis was conducted with CellProfiler
Image Analysis Software, V2.0 (http://www.cellprofiler.org, RRID:nif-0000-00280)"

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing
manuscripts for submission available here. In particular, we encourage authors to
consult Wiley’s best practice tips on Writing for Search Engine Optimization.

Editing, Translation, and Formatting Support: Wiley Editing Services can greatly
improve the chances of a manuscript being accepted. Offering expert help in English
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language editing, translation, manuscript formatting, and figure preparation, Wiley
Editing Services ensures that the manuscript is ready for submission.

Video Abstracts

A video abstract can be a quick way to make the message of your research accessible to
a much larger audience. Wiley and its partner Research Square offer a service of
professionally produced video abstracts, available to authors of articles accepted in
The Journal of Cellular Biochemistry. You can learn more about it by clicking here. If
you have any questions, please direct them to videoabstracts@wiley.com.

5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS

Peer Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and
its significance to journal readership. Except where otherwise stated, manuscripts are
single-blind peer reviewed. Papers will only be sent to review if the Editor-in-Chief
determines that the paper meets the appropriate quality and relevance requirements.

Wiley's policy on the confidentiality of the review process is available here.

Human Studies and Subjects

For manuscripts reporting medical studies that involve human participants, a statement
identifying the ethics committee that approved the study and confirmation that the study
conforms to recognized standards is required, for example: Declaration of Helsinki; US
Federal Policy for the Protection of Human Subjects; or European Medicines Agency
Guidelines for Good Clinical Practice. It should also state clearly in the text that all
persons gave their informed consent prior to their inclusion in the study.

Patient anonymity should be preserved. Photographs need to be cropped sufficiently to
prevent human subjects being recognized (or an eye bar should be used). Images and
information from individual participants will only be published where the authors have
obtained the individual's free prior informed consent. Authors do not need to provide a
copy of the consent form to the publisher; however, in signing the author license to
publish, authors are required to confirm that consent has been obtained. Wiley has
a standard patient consent form available for use.

Animal Studies

A statement indicating that the protocol and procedures employed were ethically
reviewed and approved, as well as the name of the body giving approval, must be
included in the Methods section of the manuscript. Authors are encouraged to adhere to
animal research reporting standards, for example the ARRIVE guidelines for reporting
study design and statistical analysis; experimental procedures; experimental animals and
housing and husbandry. Authors should also state whether experiments were performed
in accordance with relevant institutional and national guidelines for the care and use of
laboratory animals:

e US authors should cite compliance with the US National Research Council's
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, the US Public Health
Service's Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals, and Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals.
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e UK authors should conform to UK legislation under the Animals (Scientific
Procedures) Act 1986 Amendment Requlations (SI1 2012/3039).
o European authors outside the UK should conform to Directive 2010/63/EU.

Clinical Trial Registration

The Journal of Cellular Biochemistry requires that clinical trials are prospectively
registered in a publicly accessible database and clinical trial registration numbers should
be included in all papers that report their results. Authors are asked to include the name
of the trial register and the clinical trial registration number at the end of the abstract. If
the trial is not registered, or was registered retrospectively, the reasons for this should be
explained.

Research Reporting Guidelines

Accurate and complete reporting enables readers to fully appraise research, replicate it,
and use it. Authors are encouraged to adhere to recognized research reporting standards.
The EQUATOR Network collects more than 370 reporting guidelines for many study
types, including for:

Randomised trials: CONSORT
Observational studies: STROBE
Systematic reviews: PRISMA

Case reports: CARE

Qualitative research: SROR

Diagnostic / prognostic studies: STARD
Quality improvement studies: SQUIRE
Economic evaluations: CHEERS
Animal pre-clinical studies: ARRIVE
Study protocols: SPIRIT

Clinical practice guidelines: AGREE

We also encourage authors to refer to and follow guidelines from:

o Future of Research Communications and e-Scholarship (FORCE11)

« National Research Council's Institute for Laboratory Animal Research
guidelines

o The Gold Standard Publication Checklist from Hooijmans and colleagues

e Minimum Information Guidelines from Diverse Bioscience Communities
(MIBBI) website

e FAIRsharing website

Species Names

Upon its first use in the title, abstract and text, the common name of a species should be
followed by the scientific name (genus, species and authority) in parentheses. For well-
known species, however, scientific names may be omitted from article titles. If no
common name exists in English, the scientific name should be used only.

Genetic Nomenclature
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Sequence variants should be described in the text and tables using both DNA and
protein designations whenever appropriate. Sequence variant nomenclature must follow
the current HGVS guidelines; examples of acceptable nomenclature are provided
here: varnomen.hgvs.org.

Sequence Data

Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major
collaborative databases: DDBJ, EMBL or GenBank. It is only necessary to submit to
one database as data are exchanged between DDBJ, EMBL and GenBank on a daily
basis. The suggested wording for referring to accession-number information is: ‘These
sequence data have been submitted to the DDBJ/EMBL/GenBank databases under
accession number #####°. Addresses are as follows:

o DNA Data Bank of Japan (DDBJ): www.ddbj.nig.ac.jp
¢ EMBL Nucleotide Archive: www.ebi.ac.uk/ena
e GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

Proteins sequence data should be submitted to either of the following repositories:

e Protein Information Resource (PIR): pir.georgetown.edu
e SWISS-PROT: www.expasy.ch/sprot/sprot-top

Conflict of Interest

The Journal of Cellular Biochemistry requires that all authors disclose any potential
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Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are
responsible for the accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the

Open Funder Registry for the correct
nomenclature: https://www.crossref.org/services/funder-reqistry/
Authorship

The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work and how. All
those listed as authors should qualify for authorship according to the following criteria:

1. Have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of
data, or analysis and interpretation of data; and

2. Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for important
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ANEXO B- Carta de aceite para manutencéo do Sarcoma 180 e realizacéo do

projeto.
; MINISTERIO DA EDUCAGAO e
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI é
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO —_—

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitanio Ministro Petrdnio Portela. Bairro Ininga. Teresina, Piaul, Brasil. CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail. ceeapi@ufpi edu br

CERTIFICADO

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

4 _ Finalidade _[()Ensino_( ) Pesquisa Cientifica

'Vigéncia da Autorizagdo | Outubro/2018 a Dezembro/2019
Espécie/Linhagem/raga | Camundongo heterogénico/swiss

N° de Animais |80 -
Peso/ Idade | 30g/12semanas
Sexo - | 25 Machos e 25 Fémeas
' Origem | Biotério Centra da UFPI.

Teresina, 15 de Junho de 2018.

b nchipa e
denga

tag30 Amimal.d
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TERMO DE AUTORIZACAO PARA PUBLICACAO DIGITAL NA BIBLIOTECA
“JOSE ALBANO DE MACEDO”

Identificacdo do Tipo de Documento
() Tese

() Dissertagdo

( X') Monografia

() Artigo

ad o Qag o loe~ do X - -
Eu, Kances j g b =~ autorizo com base na Lei Federal n°® 9.610 de 19

de Fevereiro de 1998 e na Lei n® 10.973 de 02 de dezembro de 2004, a biblioteca da
Universidade Federal do Piaui a divulgar, gratuitamente, sem ressarcimento de direitos autorais,
0 texto integral da publicacdo Efeitos antitumorais do monoterpeno alfa-terpineol em
modelo animal de Sarcoma 180 de minha autoria, em formato PDF, para fins de leitura e/ou

impresséo, pela internet a titulo de divulgagdo da producéo cientifica gerada pela Universidade.

Picos-Pl, 19 de dezembro de 2018.
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Assinatura

Assinatura
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