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INTRODUCAO

Os melandcitos sdo células encontradas na camada basal da epiderme, capazes de
sintetizar melanina, uma proteina responsavel pela coloracédo da pele, da iris dos olhos e dos
fios de cabelo. Fatores de riscos como histérico familiar, imunossupressao, exposicao a
radiacdo UV e sensibilidade a luz solar podem gerar variacdes em determinados genes dos
melandcitos, afetando-os de diversas formas, podendo levar a transformacédo maligna e a
formacdo do melanoma (GRAY-SCHOPFER, WELLBROCK & MARAIS, 2007;
BERTOLOTTO, 2013). O melanoma é considerado o tipo mais grave de cancer de pele, pois,
em comparagao aos outros tipos, este possui um indice metastatico muito alto e de rapida
disseminacdo sistémica (LIM et al., 2018). Quando descoberto em seu estagio inicial, o
melanoma pode ser tratado utilizando recursos cirlrgicos, e estes por sua vez, representam
90% de chances de cura (TAS, 2012). Porém, em estagios avancados, como o melanoma
maligno metastatico, estas células apresentam uma alta resisténcia a tratamentos
guimioterdpicos. A incidéncia dos casos de melanoma tem aumentado com o passar dos
anos, sendo assim, a pesquisa de novas drogas capazes de induzir morte celular em células
tumorais se torna relevante (LIM et al., 2018). O Nerolidol (3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-
3-ol) € um sesquiterpeno que, apresenta formula molecular C1sH100, membro dos alcoois,
encontrado em Oleos essenciais de plantas, que possui varios efeitos, dentre eles atividade
antitumoral, como foi observado em alguns estudos como o de Ryabchenko e colaboradores
em 2011, e as pesquisas realizadas por Costa e colaboradores em 2015.

OBJETIVOS

Determinar o mecanismo de morte celular induzido pelo nerolidol em células de
melanoma murino B16F10-Nex2, bem como, estudar a atividade antitumoral in vivo no modelo
metastatico e in vitro em células de melanoma humano e células nao tumorais.

METODOLOGIA

Para determinar a atividade citotoxica do Nerolidol in vitro em células de melanoma
humano Skmel-25 e em células n&o tumorais L929 (fibroblastos), as células foram cultivadas
em placas de 96 pogos e tratadas com o terpeno em diferentes concentracdes, apos 24 horas
de tratamento foram desaderidas e contadas com auxilio do corante de exclusdo Trypan blue.
Para avaliar a inibicdo da migragéo celular, cultivou-se células B16F10-Nex2 em placa de 12
pocos, posteriormente foram feitas lesGes verticais, e as células foram tratadas com 25 pM de
Nerolidol (concentracdo subtdxica), no decorrer de 0, 2, 4, 24 e 48 h foram capturadas
imagens dos pogos. Para determinar a ativagdo de caspases, cultivou-se células B16F10-
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Nex2 com 150 pM de Nerolidol por 30 minutos em garrafa de cultura de 75 cm?
posteriormente foram seguidos os protocolos preconizados pelo fabricante do kit “Apotarget
Caspase Colorimetric Protease Assay” (Invitrogen). Para determinar os efeitos in vivo do
Nerolidol no modelo metastatico, células B16F10-Nex2 foram inoculadas em camundongos
C57BL/6, que foram tratados via intraperitoneal com o 19,6 mM do terpeno, ap6s 10 dias da
inoculacdo das células (sendo destes apenas 9 de tratamento) os camundongos foram
sacrificados e os pulmdes foram retirados para realizar a contagem de nédulos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O Nerolidol ndo apresenta efeito citotéxico em células ndo tumorais da linhagem L929
de fibroblastos, mas possui efeito antitumoral dose dependente em células B16F10-Nex2
(dados apresentados anteriormente) e em Skmel-25, como é possivel observar na figura 1 a
viabilidade celular diminui conforme a concentracdo do composto aumenta, 0 que corrobora
com pesquisas realizadas por Costa e colaboradores em 2015 que utilizaram trans-nerolidol
demonstrando sua eficicia contra células tumorais das linhagens B16-F10 (melanoma
murino), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60 (leucemia promielocitica humana)
e K562 (leucemia mielocitica crénica humana).
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Figura 1: Determinacdo da viabilidade celular de células Skmel-25 apos tratamento com
nerolidol. Células SKMEL 25 (1x10%/poco, placas de 96 pocos) foram incubadas com o NER
nas 100, 150 e 200 uM por 24 horas a 37 °C, 5% CO.. A viabilidade celular foi determinada
por contagem com o corante de exclusao Trypan Blue. Células nao tratadas (controle) foram
incubadas com 1% de etanol. O experimento foi realizado em triplicata. ** p < 0,01; *** p <
0,001.

O melanoma é um tipo de cancer muito agressivo, capaz de se disseminar
sistemicamente e atingir os demais tecidos do corpo muito rapidamente, caracterizando assim
a metastase, sendo muito comum em tecidos como o tecido pulmonar ou o tecido hepdtico,
por exemplo (DAMSKY; THEODOSAKIS & BOSENBERG, 2013). Dessa forma tornou-se
relevante testar a eficacia do Nerolidol no modelo metastatico e também na migracao celular,
demonstrando que o terpeno é capaz inibir a migragdo celular, bem como, diminuir o
desenvolvimento de nodulos pulmonares decorrentes do processo metastatico. O terpeno
apresentou efeito na inibicAo da migracdo celular, assim como, na diminuicdo do
desenvolvimento de nédulos pulmonares (observar grafico do experimento in vivo na figura
2).
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Figura 2: Nimero de nédulos pulmonares. Células B16F10-Nex2 inoculadas 1x10° em
camundongos C57BL/6. Camundongos foram tratados com 19,6 mM de Nerolidol por 9 dias.
Camundongos nao tratados (controle) receberam PBS por 9 dias. Ap6s o tratamento os
camundongos foram sacrificados, os pulmdes foram retirados e fotografados. * p < 0,05.

Visto que anteriormente em nosso laboratério foi observado caracteristicas de morte
por apoptose em células B16F10-Nex2 tratadas com Nerolidol, sendo elas: condensacao da
cromatina, aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio, degradacdo do DNA e
inibicdo parcial de morte celular por Z-VAD-FMK, um inibidor de pancaspase, (dados néo
publicados), foram feitos ensaios para saber se ha ativacdo de caspases iniciadoras (8 e 9)
ou efetora (3) em células tratadas. De acordo com os resultados obtidos neste projeto houve
a ativacao da caspase 9 nas células tratadas no tempo testado (observar naimagem 4), sendo
esta responsavel pela iniciagdo da via intrinseca do apoptose. O que corrobora com 0s
estudos publicados utilizando células tumorais tratadas com 6leos essenciais que possuiam
Nerolidol, demonstrando que estas apresentaram morte por apoptose em células HepGz2,
CaCo-2 (Adenocarcinoma colorretal), linhagem priméria de hepatécitos de rato, B16, HL-60 e
HCT8 (Adenocarcinoma ileocecal) (BIAZI, et al., 2017; AMBROZ, etal., 2015; TATMAN & MO,
2002).
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Figura 3: Ativagdo de Caspase por Método Colorimétrico. Células B16F10-Nex2 incubadas
com 150 uM de Nerolidol de 20-30 min a 37 °C, 5% CQO2. Células nao tratadas (controle)
foram incubadas a 1% de etanol. O experimento foi realizado em duplicata em dois
experimentos independentes.

CONCLUSOES

Os experimentos realizados até o momento demonstram que o cis/trans-Nerolidol
apresenta efeito antitumoral em células de melanoma murino B16F10-Nex2 e humano Skmel-
25, além de n&o apresentar atividade citotoxica em células n&o tumorais da linhagem L929 e
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que um dos possiveis mecanismos de morte induzidos pelo terpeno é a apoptose pela via
intrinseca, visto que, € possivel observar a atividade de caspases 9, sendo estas iniciadoras
exclusivas da via em questéo. O presente estudo também demonstrou que o Nerolidol € capaz
de inibir a migracéo celular em concentra¢des subtoxicas, além de ser capaz de diminuir o
desenvolvimento de n6dulos pulmonares no modelo metastético in vivo. Porém é necessaria
a realizacdo de experimentos posteriores para determinar os mecanismos de morte celular,
assim como, para comprovar a eficacia do nerolidol na diminuicdo do desenvolvimento de
ndédulos pulmonares advindos da metastase.
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