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INTRODUCAO

Os melandcitos séo células encontradas na camada basal da epiderme, capazes de
sintetizar melanina, uma proteina responsavel pela coloracdo da pele, da iris dos olhos e dos
fios de cabelo. Fatores de riscos como histérico familiar, imunossupresséo, exposicdo a
radiacdo UV e sensibilidade a luz solar podem gerar variacbes em determinados genes dos
melandcitos, afetando-os de diversas formas, podendo levar a transformacdo 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
disseminacao sistémica (LIM et al., 2018). Quando descoberto em seu estagio inicial, o
melanoma pode ser tratado utilizando recursos cirlirgicos, 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
quimioterapicos. 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) é um sesquiterpeno que, apresenta formula molecular Ci5H100, membro dos élcoois,
encontrado em 6leos 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.

OBJETIVO

Determinar 0 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 ndo tumorais.

METODOLOGIA

A atividade antitumoral do Nerolidol (uma mistura de cis- e trans-Nerolidol) foi testada
em células de melanoma murino B16F10-Nex2, por 24 horas em diferentes concentracdes,
apoés 24 horas de tratamento as células foram desaderidas e contadas com corante de
exclusdo Trypan blue. Para o ensaio de migracao as células B16F10-Nex2 foram cultivadas
em placa de 12 pocgos e tratadas com 10 uM e 15 uM de Nerolidol (concentracdes que nado
matam as células) durante 0, 2, 4 e 24 horas. Para avaliar se o Nerolidol induz hemdlise
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testaram-se as duas concentracdes deste terpeno adicionando-se a elas uma suspenséo de
hemacias. Para determinar se o Nerolidol apresenta efeito antitumoral na presenca dos
inibidores de necroptose (necrostatina), espécies reativas de oxigénio (N-acetil L-cisteina),
apoptose (Z-VAD) e autofagia (3-metiladenina), células B16F10-Nex2 foram pré-incubadas
com tais inibidores e posteriormente tratadas com nerolidol. No modelo subcutéaneo,
camundongos foram tricotomizados na regido dorsal e inoculados com células B16F10-Nex2
por via subcutanea, seguiu-se um tratamento por via tépica com creme Lanette contendo 8%
de Nerolidol por 15 dias consecutivos. Para o ensaio de microscopia eletrénica, as células
foram cultivadas em garrafa e tratadas com nerolidol por 24h, posteriormente foram fixadas
com glutaraldeido, incluidas em resina e foram confeccionas telas para leitura em microscépio
eletrénico de transmissdo. Para analise da degradacdo do DNA, células B16F10-Nex2
aderidas a laminulas foram tratadas com nerolidol por 24h, posteriormente incubadas com os
reagentes do kit “enzyme solution” e “label solugdo”, e depois com DAPI (4,6-diamidino-2-
fenilindol) (Invitrogen), as laminulas foram aderidas as laminas na presenca de vectashield
(Vector) e as células foram observadas em um microscépio de fluorescéncia. Para andlise da
condensacdo da cromatina, células aderidas a laminulas foram tratadas com o nerolidol, e
posteriormente incubadas com Hoechst 33342 (Invitrogen), as laminulas foram aderidas as
laminas na presenca de vectashield (Vector) e em seguida, as células foram observadas em
um microscopio de fluorescéncia. Para determinacdo da presenca de anion superoxido e
permeabilizacdo da membrana as células foram plagueadas em placas de 24 pocos,
posteriormente foram tratadas com o nerolidol, apds o tempo de incubacédo as células foram
lavadas e incubadas com DHE (Dihidroetidio) e lodeto de Propidio (PI) para determinagéo da
presenca de &nion superoxido e permeabilizagdo da membrana respectivamente, e
observadas em microscopio de fluorescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O Nerolidol possui efeito antitumoral dose dependente em células B16F10-Nex2, como
€ possivel observar na figura 1, a viabilidade celular diminui conforme a concentragcdo do

composto aumenta.
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Figura 1: Determinagao da viabilidade celular ap6s tratamento com Nerolidol. Células B16F10-Nex2 (1x10%/poco,
placas de 96 pocos) foram incubadas com o nerolidol nas concentra¢ges 30, 50, 80, 100, 150 e 200 pM por 24
horas a 37 °C, 5% CO.. A viabilidade celular foi determinada por contagem com o corante de exclusdo Trypan
Blue. Células néo tratadas (controle) foram incubadas com 1% de etanol. O experimento foi realizado em triplicata.
***p < 0,0001.

O experimento de migracdo celular utilizando células tratadas com nerolidol
demonstrou que quando comparados com o controle, o pogos com tratamento néo
apresentaram diferencas significativas, sendo assim, ndo foi capaz de inibir a migracao das
células, indicando que nestas concentracdes, a acdo deste terpeno nao interfere na inibicdo
da motilidade celular. Analisar o potencial hemolitico do agente utilizado € importante para
avaliar a toxicidade de moléculas capazes de danificar a células sanguineas, dessa forma
inviabilizando a utilizag&o in vivo. De acordo com os resultados obtidos, ndo houve inducéo
de hemdlise apds o tratamento com nerolidol, dessa forma, viabilizando experimentos in vivo.
Como o nerolidol é considerado um potencializador de penetracao na pele, capaz de aumentar
a taxa de difusdo de administragdes transdérmicas de varios farmacos (CORNWELL &
BARRY, 1994), viu-se a oportunidade de verificar a eficacia do nerolidol como um possivel
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tratamento de uso tdpico para melanoma, considerando que este cancer se instala na pele,
porém apds a realizacdo do ensaio in vivo no modelo subcutaneo de tratamento foi possivel
observar que o grupo de camundongos tratados com nerolidol em comparacdo ao grupo
controle ndo apresentou uma diferencga significativa, embora o tamanho da leséo tenha sido
menor. Ao analisar a viabilidade celular na presenca dos inibidores de apoptose (Z-VAD),
ROS (NAC), necroptose (NEC) e autofagia (3-MA), e posterior tratamento com nerolidol, foi
possivel observar que a atividade do terpeno foi parcialmente inibida por todos os inibidores,
sendo assim, ele esta envolvido na ativacao de caspase, RIP1 e o aumento de ROS, assim
apresentando caracteristicas de trés mecanismos de morte celular, sendo eles: apoptose,
autofagia e necroptose, dado que estudos apontaram que o nerolidol é capaz de induzir morte
por necrose (BIAZI, et al., 2017) ou apoptose (BIAZI, et al., 2017, AMBROZ, et al., 2015;
TATMAN & MO, 2002;). Além disso, as células tratadas com Nerolidol também apresentaram
resultados positivos para degradacdo do DNA, aumento de anion superoxido (figura 2) e
condensacado da cromatina, indicando assim, outras caracteristicas relacionadas a apoptose,
mas nao apresentando permeabilizacdo da membrana conforme foi observado no ensaio de

microscopia de fluorescéncia utilizando lodeto de Propidio.
HOECHST DHE MERGE

Figura 2: Determinagédo da presenca de anion superoxido em células B16F10-Nex2 tratadas com nerolidol. Células
B16F10-Nex2 tratadas com: (A) Perdxido de Hidrogénio 5 mM por 1 hora (controle positivo) (B) 1% de Etanol
Absoluto por 24 horas (controle), e; (C) 100 uM de Nerolidol por 24 horas. Células foram incubadas com DHE e
Hoescht e posteriormente analisadas por microscopia de fluorescéncia utilizando aumento de 40x vezes.
Microscopio de Florescéncia Olympus 1X-70. Barra 20 pm. Merge: sobreposicédo das imagens.

A figura 3, demonstra os resultados da Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET),
nas imagens, é possivel observar a presenca de vacuolos autofagicos, desintegracdo das
organelas e estruturas citoplasmaticas, sinais ligados a autofagia, além de demonstrar
mitocéndrias danificadas (fator ligado a elevagcdo da producdo de ROS), condensacdo da
cromatina, caracteristicas ligadas a morte celular por apoptose.
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Figura 3: Analise morfolégica por MET de células B16F10-Nex2 tratadas com nerolidol. Células B16F10Nex-2
tratadas com 150 uM de nerolidol por 24h observadas em MET. (A, B) controle; (C, D) células tratadas; MN:
membrana nuclear; N: nlcleo; C: citoplasma; M: mitocéndria; AG: aparelho de Golgi; MP: membrana plasmatica,;
V: vacuolos. Barra: (A) 5 um, (B) 2 um, (C, D) 1um.
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CONCLUSAO

Os experimentos realizados até 0 momento apontam evidéncias voltadas para trés
diferentes mecanismos de morte celular, sendo eles apoptose, autofagia e necroptose, e
sabe-se que um estimulo especifico pode desencadear diferentes mecanismos de morte
celular simultaneamente, podendo estes interagir uns com os outros. O aumento de ROS,
condensacédo da cromatina, presenca de vacuolos autofagicos, desintegracdo de organelas,
ativacdo das caspases, sao fatores importantes para a morte celular. Porém, outros testes
serdo realizados para a determinacao da morte celular, tais como: andlise da translocacao da
fosfatidilserina e determinacao da atividade da caspase por método colorimétrico. Além disso,
também sera realizado ensaios in vivo em camundongos C57BI/6 no modelo de metastase
pulmonar e ensaios para avaliar a viabilidade de outras linhagens celulares a partir do
tratamento com nerolidol, sendo essas tumorais e nao tumorais.
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