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RESUMO

O céancer abrange um conjunto de mais de 100 doengas e € o responsavel por
13% das mortes no mundo e 15% no Brasil. Isto demonstra uma caréncia de
agentes antitumorais que promovam a cura ou aumento na expectativa de vida
dos pacientes. Neste contexto, a utilizacdo de fontes naturais se mostra
promissora na identificagdo de novas moléculas que podem ser usadas como
adjuvantes no tratamento do cancer. Estudos anteriores demonstraram que os
Oleos essenciais de Curcuma longa e de Mentha villosa apresentam acgao
antiproliferativa em células tumorais. Este trabalho tem o objetivo de avaliar a
atividade antitumoral destes 6leos na forma de nanoemulsdo sobre células
tumorais de mama (MDA-MB-231) e também de seus compostos majoritarios
isolados, a-phellandrene e R-carvone. Para isto, foram realizados ensaios de
viabilidade celular comparando o efeito das moléculas sobre células normais e
tumorais de mama. Os resultados mostram que tanto os 6leos essenciais,
quanto os compostos isolados provocam uma diminuicdo significativa na
viabilidade celular, e esta diminuicdo € maior em células tumorais quando
comparadas a normais. Foi observado também que o tratamento com os 6leos
essenciais provoca uma diminuicdo na migragao celular, fazendo com que a
célula passe de um fendtipo mesenquimal para um epitelial, tornando-a menos
invasiva. Através da técnica de RT-qPCR, foram avaliados genes envolvidos
nesta transicdo epitélio-mesénquima. Foram observadas alteracbes
significativas na expressao tanto de genes epiteliais, como mesenquimais. Os
genes mesenquimais com expressdo aumentada foram VIM e MMP2. Ensaios
de atividade e imunodeteccdo demonstraram uma diminuicdo da proteina
MMP-2, associada a metastase, corroborando para um fendtipo menos
invasivo. A analise de expressao também mostrou um aumento de mais de
7000 vezes na expressao de E-caderina, uma molécula de adesao célula-
célula associada a melhores progndésticos no cancer de mama. A partir destes
resultados, foi possivel atribuir o fenoétipo epitelial observado ao aumento de E-
caderina associado a diminuicdo de MMP-2. Estes dados preliminares apontam
o R-carvone e a-phellandrene como potenciais agentes no tratamento de
cancer de mama e sao necessarios novos estudos para compreender seus
mecanismos de atuacgao.



ABSTRACT

Cancer includes a group of more than 100 diseases and it is responsible for
13% of deaths worldwide and 15% in Brazil. These data show the deficiency of
more effective anticancer agents that lead to a cure or increased life
expectance of the patients. In this context, the use of natural sources is
promising for identification of new molecules that may be used as adjuvants in
cancer treatment. Previous studies show that essential oils from Curcuma longa
and Mentha villosa present antiproliferative activities against tumor cell lines.
The aim of this study is to evaluate antitumor activities of these essential oils in
the form of nanoemulsion against breast tumor cells (MDA-MB-231) and also
the major compounds isolated from them, a-phellandrene and R-carvone. For
this, cellular viability assay was used to compare the effect of these molecules
on normal and tumor cells. The results show that both the essential oils and the
isolated compounds cause significant decrease in cell viability, and this
decrease is greater in tumor cells. Is was also observed that treatments with the
essential oils inhibits cellular migration, inducing the cell to transition from a
mesenchymal to epithelial phenotype, making it less invasive. Using RT-gPCR,
genes involved in this epithelial-mesenchymal transition were analyzed. Results
show significant increase in expression of both epithelial and mesenchymal
genes. Mesenchymal genes that showed increased expression levels were VIM
and MMP-2. Protein activity and western blot assay showed a decrease in
MMP-2, a protein associated with metastasis, corroborating to a less invasive
phenotype. Gene expression analysis also showed an increase of more than
7000 times in the expression of E-cadherin, a cell-cell adhesion molecule
associated with better prognosis in breast cancer. This preliminary data
indicates R-carvone and a-phellandrene as potential agents in breast cancer
treatment and further studies are necessary for a better understanding
regarding its mechanism of action.
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1 INTRODUGAO

O céncer é a segunda principal causa de morte em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, superado apenas por doencas
cardiovasculares. O aumento da incidéncia do cancer nos ultimos anos esta
relacionado ao crescimento populacional e aumento da vida média, assim
como as mudangas no estilo de vida que aumentam as chances da doenca,
como sedentarismo, tabagismo, habitos alimentares inadequados e exposigcao
a riscos ambientais (JEMAL et al., 2011).

O cancer abrange um conjunto de mais de 100 doengas caracterizadas
por um crescimento desordenado de células com a capacidade de invadir
tecidos e drgados (MENDONCA et al., 2004). No Brasil, estima-se o
aparecimento de mais de 300 mil novos casos de cancer para o biénio 2016-
2017, sendo o cancer de prostata o mais comum entre os homens (28,6%) e o
cancer de mama o mais comum entre as mulheres (28,1%) (INCA, 2017). O
aumento da incidéncia da doenca € devido a maior exposi¢cao a fatores de
risco. Contudo, os avangos no diagndstico precoce e no tratamento impedem o
aumento da taxa de mortalidade (JEMAL et al., 2011).

O tratamento do cancer através de quimioterapia e de medicamentos é
frequentemente comprometido pelos efeitos colaterais adversos e pelo
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos (ZU et al., 2010). Nesses casos
uma medida comum é o aumento da dosagem da medicagdo, acompanhado
pelo aumento dos efeitos citotdxicos do tratamento. Por isso, sdo necessarios
estudos que busquem novos métodos de tratamento e formas de inibir ou
controlar os mecanismos de resisténcia de tumores (OLIVEIRA, 2015). Neste
contexto, destaca-se a importancia do estudo de compostos de fontes vegetais
para utilizacdo como adjuvantes no tratamento de cancer. Entre estes
compostos, os oOleos essenciais tem recebido maior atencdo devido a suas
propriedades terapéuticas e farmacoldgicas (EDRIS, 2007).

Os odleos essenciais sao compostos naturais volateis e complexos
caracterizados por um forte odor, produzidos como metabdlitos secundarios em
plantas aromaticas (BAKKALI et al., 2008). Estes 6leos apresentam diferentes
propriedades biolégicas, como inseticida (RAJKUMAR et al., 2010),



antioxidante (WANNES et al., 2010), analgésica, anti-inflamatéria (MENDES et
al., 2010) e antitumoral (SILVA, 2008). Estes compostos sao utilizados pela
medicina tradicional desde os tempos antigos para desordens de saude
comuns, como célicas menstruais, febre, colesterol alto ou ainda para auxiliar
na cicatrizagao de ferimentos (OLIVEIRA, 2015).

Os dois dleos escolhidos para este estudo foram os 6leos essenciais de
curcuma (Curcuma longa) e hortela-miuda (Mentha villosa) para a avaliagao da
atividade antitumoral. O d6leo de horteld é tradicionalmente utilizado devido a
suas propriedades antinociceptivas e inducao de efeitos hipotensivos devido a
vasodilatagao (OLIVEIRA, 2015). Entretanto, estudos recentes mostram que
este composto também possui atividade citotdxica e antitumoral para linhagens
de células de adenocarcinoma ovariano, carcinoma de coélon e glioblastoma
(AMARAL et al., 2015). O éleo de curcuma destaca-se por suas propriedades
gastroprotetoras, anti-inflamatdrias, hipoglicemiantes, antimicrobianas e
antioxidantes (MARCHI, 2016). Entretanto, a atividade antitumoral do dleo
proveniente de folhas de Curcuma longa ainda é pouco conhecida.

Os principais componentes de Oleos essenciais sdo terpenos e
compostos aromaticos. Essa composi¢ao pode variar de acordo com os fatores
ambientais a que a planta é submetida e a parte da planta utilizada para a
extragcdo dos Oleos. Geralmente atribui-se as atividades bioldgicas de um
determinado 6leo as moléculas disponiveis em maior concentragdo (LAKEHAL
et al., 2016). O dleo de folhas de hortela-miuda apresenta diversos compostos
relacionados a via de biossintese de limoneno, entre eles o cis-carveol,
acetato de dihidrocarveol e L-carvone, além do oxido de piperitenona,
composto usado em larga escala na industria. Entretanto, o composto
majoritario encontrado neste trabalho foi o R-carvone, descrito por outros
autores como minoritario nesta espécie (SOUZA et al., 2009).

A curcuma tem como principal produto a curcumina, composto isolado
da raiz. A curcumina e outros curcumindides s&o bem estudados devido a suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e sao utilizados na prevengao do
cancer (MANOLOVA et al., 2014). O d6leo proveniente de folhas de curcuma,
entretanto, tem seus componentes menos conhecidos, uma vez que a principal
parte da planta utilizada é a raiz. O composto majoritario nas folhas é o a-
phellandrene (BEHURA et al., 2002; TRIPATHI et al., 2002; PARVEEN et al.,
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2013). Tanto o R-carvone, quanto o a-phellandrene apresentam efeitos
citotoxicos frente a linhagens celulares tumorais, entretanto os mecanismos de
morte celular e alteragdes na expressdo génica ainda permanecem pouco
estudados. Estudos sugerem que o a-phellandrene esta relacionado a indugéo
de necrose e autofagia, enquanto o R-carvone esta relacionado a apoptose
(HSIEH et al, 2015; CARVALHO e FONSECA, 2017).

Tendo em vista o potencial terapéutico dos o6leos essenciais destas
plantas e a caréncia de farmacos com atividades antitumorais ou metastaticas,
€ importante avaliar a acdo dessas espécies frente a linhagens de células

tumorais e identificar alteragdes epigenéticas que podem estar envolvidas.



11

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O CANCER

O cancer abrange um conjunto de doengas caracterizadas pelo
crescimento desordenado de células e € uma das doencgas que mais acometem
pessoas no mundo. Estas células possuem alta capacidade invasiva, podendo
chegar a outros 6rgaos e tecidos. Por isso, a detecgao da doenga em estado
avancado em muitos casos leva ao ébito (JEMAL et al., 2011).

Segundo a American Cancer Society, estima-se o aparecimento de 1,7
milhdées de novos casos de cancer em 2017, com mais de 500 mil mortes
estimadas apenas nos Estados Unidos. Entretanto, a taxa de morte causada
pela doengca vem diminuindo durante as ultimas décadas, hoje representando
25% e resultando numa reducdo de 2,1 milhdes de mortes (SIEGEL et al.,
2017). Para o Brasil, estatisticas do INCA (Instituto Nacional do Cancer)
apontam o aparecimento de 600 mil novos casos de cancer para o biénio 2016-
2017. Em homens, os tipos mais frequentes de cancer sao proéstata (28,6%),
pulmao (8,1%), intestino (7,8%), estdbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%),
respectivamente. Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino
(8,6%), colo do utero (7,9%), pulméao (5,3%) e estdbmago (3,7%) figuraram entre
os principais (INCA, 2016).

Mudangas nos habitos de vida e nas dindmicas populacionais sao
apontadas como fatores de risco que levam ao desenvolvimento do cancer.
Entre estes habitos pode-se destacar o tabagismo, sedentarismo e a
alimentagdo. Quanto aos padrées demograficos, estudos mostram que o
aumento da expectativa de vida e o envelhecimento da populagdo sdo um fator
de risco, uma vez que muitos tipos de cancer sdo mais comuns apos a faixa
dos 35 anos (JERONIMO et al., 2017).
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2.2 MECANISMOS MOLECULARES DO CANCER

Estudos de Hanahan e Weinberg compilaram as alteragbes moleculares
envolvidas com o desenvolvimento do cancer. Estas alteracbes foram
relacionadas com a progressao tumoral, sendo eles a manutencao dos sinais
de proliferacado; o escape da acado de supressores de tumor; resisténcia aos
sinais indutores de morte celular; inducdo de imortalidade replicativa e de
angiogénese; inflamagéao pré-tumoral; alteragbes no metabolismo energético;
evasao do sistema imune; instabilidade genbmica e mutagdes; ativacdo de
invasao e metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

A maioria das alteragdes moleculares tem como ponto inicial danos no
genoma ou epigenoma que sao acumulados ao longo da vida e geram um
desbalango entre a atividade proliferativa e apoptdtica das células. Estes danos
podem ser causados por fatores internos, como desequilibrio hormonal, ou por
fatores externos, como exposicdo a radiacdo ou produtos quimicos téxicos
(ZENG et al., 2005). Além disso, 0 microambiente tumoral tem um papel critico
como regulador na progressao tumoral por seu contato direto com as células
tumorais, atuando como uma fonte importante de fatores de crescimento, de
mobilidade, angiogénicos, entre outros, que afetam significantemente a biologia
tumoral, como as metastases e a resisténcia as terapias (BISSELL et al.,
2002).

O processo de metastase € definido como o espalhamento de células do
tumor para outros locais do corpo, onde formam tumores secundarios. Isto
ocorre porque, em algum momento durante o desenvolvimento do tumor, sao
formadas células que adquirem a capacidade de invadir novos tecidos,
degradar a matriz extracelular e chegar até a corrente sanguinea ou linfatica.
Para esta fase o direcionamento é realizado pelas quimiocinas produzidas
tanto pelas células tumorais, quanto pelo tecido a ser colonizado (MULLER et
al., 2001; ARTACHO-CORDON, 2012; HANAHAN e WEINBERG, 2011)

2.2.1 Marcadores moleculares de cancer

O potencial metastatico de uma célula tumoral depende de um conjunto

de caracteristicas que a permite deixar o local do tumor primario e estabelecer
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novos focos tumorais. Esse processo, denominado transicdo epitélio-
mesénquima, inclui a perda da aderéncia célula-célula, o aumento da
motilidade e invasividade celular e a capacidade de colonizar novos tecidos. O
resultado é a transformacdo de uma célula com caracteristicas epiteliais para
uma mesenquimal, associada a piores prognosticos (ONDER et al., 2008).

A E-caderina, codificada pelo gene supressor tumoral CDH1, é uma
glicoproteina transmembrana calcio-dependente que esta presente nas jungoes
aderentes, fazendo a adesao célula-célula. No seu dominio citoplasmatico, esta
ligada a actina do citoesqueleto através das proteinas cateninas intracelulares
(a, B e p120) (HAJRA et al., 2002). A diminuigdo da expressao de E-caderina
em células tumorais esta associada a metastase e a maior capacidade invasiva
(KALLURI e WEINBERG, 2009).

A Vimentina é uma proteina estrutural dos filamentos intermediarios do
citoesqueleto. A alta expressédo desta proteina esta associada a células com
caracteristicas mesenquimais e geralmente associada a baixos niveis de
expressado de E-caderina (KOKKINOS et al., 2007; SATELLI e LI, 2011). Na
célula, a vimentina tem a funcdo de manter a arquitetura do citoesqueleto e
organizar a polaridade dos microtubulos, possibilitando maior motilidade
celular. Portanto, altos niveis de expressdo levam a tumores de maior
malignidade e capacidade de metastase (LIU et al., 2015).

Outro processo essencial para que ocorra a metastase é a degradacéao
da matriz extracelular, permitindo que as células tumorais invadam os tecidos
adjacentes e cheguem aos vasos sanguineos (ARTACHO-CORDON et al.,
2012). Esse processo € mediado por proteases, dentre as quais destacam-se
as metaloproteases de matriz (MMPs) que sdo proteinas zinco-dependentes
capazes de clivar diversos substratos presentes na matriz extracelular, como
colageno, gelatina, elastinas e outras glicoproteinas. Estudos demonstram que,
em diversos tipos de cancer, esta atividade encontra-se desregulada,
favorecendo o inicio da carcinogénese e a invasao tumoral (POINCLOUX et al.,
2013). Dentro deste grupo, destaca-se a MMP-14, que é expressa na superficie
de multiplos tipos celulares e mostra-se importante na locomocao celular e
degradagdo da matriz extracelular a partir de sua capacidade proteolitica e
também a partir da ativacdo de outras MMPs soluveis, tais como a MMP-2,

MMP-8 e MMP-13. Muitos componentes da matriz extracelular podem ser



14

substrato da proteina MMP-14, como: colageno |, Il e lll, fibronectina,
vitronectina, fibrina e proteoglicanos (PAHWA et al., 2014).

A atividade das MMPs nos tecidos é regulada por um inibidor tecidual de
metaloproteases 2 (TIMP-2). Este processo envolve, principalmente, as
proteinas MMP-2, TIMP-2 e MMP-14 (HU et al., 2007). O TIMP-2, quando em
altas concentragdes, € capaz de ligar-se ao sitio catalitico das MMPs, inibindo
sua atividade. Entretanto, quando se liga simultaneamente a uma MMP-14
presente na membrana plasmatica e uma pro-MMP-2, ele provoca a clivagem
desta proteina, formando MMP-2 ativa. Portanto, o TIMP-2 funciona tanto como
um inibidor, quanto ativador e o entendimento do equilibrio entre essas funcdes
na célula auxilia na compreensdao dos mecanismos que levam a metastase
(BERNARDO e FRIDMAN, 2003).

As proteinas da familia ADAM (A Disintegrin and Metaloproteinase) sao
moléculas complexas formadas por diversos dominios: préo-dominio, dominio
metaloprotease, dominio disintegrina, regido rica em cisteinas, dominio
semelhante ao fator de crescimento epidermal (EGF-like), dominio
transmembrana e cauda citoplasmatica (MOCHIZUKI E OKADA, 2007). Elas
desempenham um papel biolégico importante na clivagem e ativacdo de
proteinas da superficie celular, adesdo célula-célula e protedlise de
componentes da matriz extracelular. Por desempenhar este papel proteolitico,
a maioria das proteinas ADAM é relacionada a caracteristicas mesenquimais e
associadas a piores prognésticos (REISS E SAFTIG, 2009).

A proteina ADAM33, entretanto, parece estar mais envolvida com a
adesao celular e inibicdo da migragdo através da interagdo com integrinas,
proteinas de adesao presentes na membrana (HUANG et al., 2005). Estudos
recentes demonstraram que esta proteina € expressa diferencialmente entre
diversas linhagens de tumor de mama (SENISKI et al.,, 2009). Ainda, foi
possivel correlacionar altos niveis de expressdo dessa proteina a melhores
prognésticos, indicando que a ADAM33 pode ser um bom biomarcador para o
estudo do cancer (MANICA et al., 2017).
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2.3 OLEOS ESSENCIAIS

Os odleos essenciais sao compostos naturais volateis e complexos
obtidos a partir de plantas aromaticas. Estes compostos sdao produtos do
metabolismo secundario da planta e sdo extraidos por meio de processos de
destilagao (OLIVEIRA, 2015). Qualquer parte da planta pode produzir os éleos
essenciais, e ainda cada parte pode produzir de modo diferente. Esses 6leos
sdo armazenados em glandulas, canais vasculares, células epidérmicas ou
associados a tricomas, por onde sdo liberados (EDRIS, 2007). Devido a suas
propriedades bioldgicas, séo utilizados na industria alimenticia, farmacéutica,
cosmética e na medicina tradicional (BAKKALI et al., 2008).

Na natureza, os 6leos essenciais sao importantes para a sobrevivéncia
da planta, pois possuem atividades antimicrobianas e inseticidas que a
conferem protecéo contra herbivoria (BAKKALI et al., 2008). Para utilizagdo na
industria farmacéutica, outras atividades biolégicas de dleos essenciais atraem
a atencdo, como antiparasitaria, analgésica, sedativa, anti-inflamatéria,
espasmolitica, hipotensiva, anticonvulsivante, antioxidante e antitumoral
(SANTOS et al., 2011).

A composicdo quimica dos dleos varia de acordo com a espécie e as
condigdes de cultivo, como o clima e as caracteristicas do solo (MANOSROI et
al., 2005). Eles sao caracterizados por dois ou trés componentes majoritarios
em maior concentracdo (30-70%), mas podem conter mais de 50 moléculas
diferentes. Estas moléculas podem ser terpenos, moléculas de alcool ou fenol
compostas por cinco carbonos, ou compostos aromaticos, que apresentam
anéis benzénicos em sua composicao (BAKKALI et al., 2008).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencgas é tao antigo
quanto a espécie humana e, atualmente, sabe-se que muitos dos efeitos
observados devem-se aos Oleos essenciais (GAUTAM et al., 2014). Neste
contexto, a etnobotanica tem grande importancia, uma vez que varios extratos
de plantas utilizados por populacdes tradicionais para o tratamento de diversas
doencas, quando submetidos a teste iniciais de toxicidade e avaliacdo do efeito
sobre o ciclo celular em células tumorais, revelam potencial anticancer
(HEINRICH e BREMNER, 2006). Os 6leos essenciais atraem consideravel

interesse devido a diversidade de seus constituintes bioativos, os quais
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desempenham um papel importante na prevencao e tratamento do cancer
(CRAGG e NEWMAN, 2015).

Muitos dos tratamentos atuais para o cancer sao derivados de plantas
medicinais, como os compostos derivados de vinca (Catharanthus roseus Don),
vincristina e vinblastina, amplamente utilizados em tratamentos
quimioterapicos. Essas moléculas interagem com a tubulina e alteram a
estrutura do citoesqueleto, inibindo a formacao do fuso mitético e provocando
parada do ciclo celular na metafase (MOUDI et al.,, 2013). A atividade
quimiopreventiva esta relacionada principalmente a suas possiveis
propriedades antimutagénicas, impedindo a entrada ou inibindo a agao de
agentes mutagénicos nas células, capturando radicais livres e ativando
enzimas antioxidantes (BAKKALI et al., 2008). Ja a agao antitumoral da vinca
esta relacionada principalmente a indugdo da apoptose e inibicdo da
angiogénese tumoral, inibindo a proliferagao celular (EDRIS, 2007).

O paclitaxel, um dos principais medicamentos utilizados no tratamento
do cancer, foi isolado da casca de teixo (Taxus brevifolia), arvore nativa da
América do Norte. O paclitaxel também é classificado como uma droga que
afeta o citoesqueleto, interagindo diretamente com a proteina tubulina presente
nos microtubulos. Entretanto, ele ndo provoca a degradagao do citoesqueleto,
mas sim uma hiperpolarizagao, que o torna inflexivel e impede a formacao do
fuso mitdtico na divisao celular (PELTIER et al., 2006). A morte celular induzida
pela droga ocorre por apoptose, pelas vias caspase-dependente e
independente. O paclitaxel regula a expressao dos genes Bax, Bcl-2, Bel-XL,
Bad e Bim, envolvidos na ativacdo das proteinas caspases, € modula a
transducao de sinal, principalmente pela via MAPK (AMIN et al., 2009).

Contudo, ainda existem muitos 6leos com moléculas desconhecidas que
podem possuir atividade anticancer e o estudo dessas moléculas e a
compreensao do seu mecanismo de acdo demonstra um cenario promissor
para o0 desenvolvimento de protocolos de tratamentos mais eficazes
contribuindo como adjuvantes a tratamentos de pacientes neoplasicos
(BHALLA et al., 2013; BRAHMI et al., 2017).
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2.3.1 Atribuigdes biolégicas dos extratos de Mentha villosa e de Curcuma longa

A Mentha villosa (Figura 1), popularmente conhecida hortela-miuda ou
menta, € uma planta herbacea perene de pequeno porte, cuja inflorescéncia e
folhas sdo ricas em 6leos essenciais. Nestes oleos estdo presentes moléculas
de grande interesse comercial, como o mentol e a mentona, utilizados como
antisséptico, anestésico, aromatizantes e na industria alimenticia, e o carvone,
importante agente antimicrobiano e antisséptico, entre outros compostos
(BAKKALI et al., 2005).

A B

N

Figura 1 — Aspectos morfolégicos da Mentha villosa. A esquerda (A) & mostrado o
aspecto herbaceo da planta, cuja parte vegetativa é formada principalmente pelas
folhas. A direita (B), detalhe da folha.

FONTE: Adaptado de Forzza et al., 2010.

A Mentha villosa € empregada na medicina popular, principalmente na
regidao Nordeste, para o tratamento de disturbios gastrointestinais, inflamagdes
na garganta, febre, queimaduras de sol e irritagcbes na pele. Os extratos
obtidos desta planta, entretanto, sdo conhecidos principalmente por sua
atividade antimicrobiana e anti-helmintica. Estudos demonstram que esses
extratos sdo capazes de inibir a proliferacdo de Candida albicans,
Streptococcus mutans, Salmonella tiphymurium, Enterobacter aeroginum e
Pseudomonas aeruginosa (ISCAM et al., 2006).

Algumas atividades desta espécie foram comprovadas como amebicidas
(Entamoeba histolytica) e giardicida (Giardia lamblia). Essas propriedades
atraem o interesse de industrias farmacéuticas, ja existindo no mercado um
medicamento produzido a base de folhas de Mentha villosa, chamado de
Giamebil Plus® e utilizado no tratamento de infecgdes intestinais por estes

organismos. (TELES et al., 2011). Ainda, é utilizada popularmente no



18

tratamento de infecgdes por Trichomonas vaginalis, cuja eficacia foi
comprovada por estudos de Moraes e colaboradores (2012). Estes estudos
demonstraram que o extrato apresentou efeitos equivalentes a outra droga ja
utilizada no tratamento da doenca.

Os extratos obtidos das folhas de Mentha villosa apresentam ainda
outras propriedades farmacoldgicas e bioldgicas como relaxante do musculo
liso intestinal (SOUSA et al., 2009), hipotensora, vasodilatadora, espasmolitica
(LAHLOU et al., 2002) e antitumoral. Na linhagem tumoral de adenocarcinoma
de pulmao (A549), tratamentos com O&leo essencial de Mentha villosa
provocaram diminuigdo significativa da viabilidade celular, fragmentacdo do
DNA evidenciada por ensaio cometa e arraste do ciclo celular na fase S
(OLIVEIRA, 2015).

Amaral et al (2015) testaram este extrato frente a linhagens tumorais de
glioblastoma (SF-295), adenocarcinoma de ovario (OVCAR-8) e carcinoma de
célon (HCT-116), e observaram diminuigdo da viabilidade celular. Neste
mesmo trabalho, testes in vivo utilizando a linhagem Sarcoma 180 em
camundongos e demonstraram diminuicdo no tamanho do tumor nos
camundongos tratados com o extrato de M. villosa, com baixa toxicidade
sistémica (AMARAL et al., 2015). Esses efeitos sobre a viabilidade celular
também foram observados para as linhagens Hela (carcinoma de cérvix) e
Vero (células hepaticas de macaco verde africano) (RAHIMIFARD et al., 2010).

Jain et al (2011) realizaram estudos utilizando extratos de folhas de M.
villosa frente a linhagens tumorais de mama (MCF7), adenocarcinoma de célon
(HT-29), carcinoma de bexiga (T24), adenocarcinoma cervical (Hela) e duas
linhagens normais, de figado (HEK-293) e fibroblasto pulmonar (IMR-90). Foi
observado um aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e inducdo da apoptose através do aumento da expressao da proteina pro-
apoptotica Bax. Ainda, ocorreu a parada do ciclo celular em G1 devido ao
aumento da expressao das proteinas reguladoras p53 e p21, medidas através
de imunodetecgao (JAIN et al., 2011).

A curcuma (Curcuma longa) é uma planta utilizada tradicionalmente na
culinaria (conhecida como agafrdo-da-terra) e como planta medicinal (Figura 2).
Na medicina tradicional, € usualmente utilizada no tratamento de doencgas da

pele, disturbios estomacais, doencas do figado e em resfriados com
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comprometimento das vias nasais. Os pigmentos curcumindides, incluindo a
curcumina, sdo as moléculas mais abundantes nesta planta e o composto
majoritario dos 6leos essenciais (CHEN et al., 1998). Esta molécula é extraida
principalmente do rizoma da planta e ja demonstrou atividade antioxidante,
anti-inflamatéria, antimicrobiana e quimiopreventiva (MAHESHWARI et al.,
2006).

(”?. ¢

Figura 2 — Aspectos morfolégicos da Curcuma longa. A parte aérea é formada
pelas folhas e pseudocaule, e o rizoma é tuberizado e ramificado.
Fonte: Forzza et al., 2010.

Os 6leos essenciais obtidos das folhas de C. longa, entretanto,
apresentam uma composigao diferente, tendo como compostos majoritarios o
phellandrene e pinene, como demonstrado por Behura et al (2002) e Mata et al
(2004). Esses oleos, apesar de menos estudados do que os provenientes do
rizoma, ja se mostraram eficientes no tratamento de doengas do sistema
urogenital e hepaticas e possuem atividades antimicrobianas, inseticidas e
antitumorais.

Chookote et al (2006) mostraram que os 6leos essenciais provenientes
da hidrodestilacdo das folhas de curcuma possuem um efeito inseticida
aquivalente a outros inseticidas comerciais quando testados em Aedes aegypti.
O mesmo efeito foi observado para Tribolium castaneum e outras espécies de
besouros consideradas pragas agricolas de soja e alface (ALl et al., 2014). A
atividade antimicrobiana foi estudada por Parveen et al (2013), que testou o
potencial de inibigdo dos 6leos frente a cinco espécies de fungo do género
Aspergillus e diversas espécies bacterianas, incluindo Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Salmonella tiphymurin, Bacillus subtilis e Enterobacter
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aerogenes, algumas delas patogénicas. Ele observou potencial de inibigao para
todos os microrganismos testados (PARVEEN et al., 2013).

Os principais estudos do efeito antitumoral da Curcuma longa estéao
relacionados aos curcumindides. Manosroi et al (2006) observaram que Oleos
de C. longa inibem a proliferagcao celular em células tumorais de carcinoma de
boca (KB) e leucemia murina (P388). Entretanto, os mecanismos moleculares
envolvidos nao foram estudados (MANOSROI et al., 2006). Esta atividade
também foi testada para a linhagem tumoral de cérvix (Hela), onde foi possivel
observar alteragbes morfolégicas, diminuicdo da viabilidade celular e aumento
da produgado de EROS em resposta aos tratamentos (ARAUJO, 2015).

Estudos realizados por Chen e Huang (1998) demonstraram que os
Oleos essenciais da curcuma provocam a parada do ciclo celular e induzem
apoptose em células de musculo liso vascular (A7r5) utilizadas no estudo da
aterosclerose em ratos. Este estudo observou ainda um aumento na
fragmentacao do DNA das células e diferengas na expressao dos genes TP53,
bcl-2 e c-myc, que estao relacionados ao controle da proliferacéo celular e da
apoptose. Esta diferenca também foi observada a nivel de proteina através de
imunodetecgao. Os mecanismos de morte também foram estudados por Jana
et al (2004) e Hallman et al (2017), onde ambos observaram que a curcuma
induz alteragbes na expressao de genes relacionados a apoptose pela via
mitocondrial, como TP53, Bel-2, Bel-XL e Bax.

2.3.2 (R)-(-)-Carvone e a-Phellandrene

O composto carvone (p-menta-2,8-dien-2-one) é uma das principais
moléculas bioativas isoladas das espécies de Mentha, sendo classificado como
um monoterpeno monociclico, hidrocarboneto com férmula quimica CioH1s
(Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura quimica da molécula de R-(-)-carvone.

Diferentes enantibmeros de carvone apresentam atividade antifungica,
antimicrobiana, inseticida e anestésica, agindo sobre o sistema nervoso
periférico e central (PATTEL E THAKKAR, 2014). Quanto a atividade
antitumoral, Patel e Thakkar (2014) demonstraram que tratamentos com L-
carvone foram capazes de inibir a migragao celular, aumentar a produgcao de
espécies reativas de oxigénio e induzir a apoptose de linhagens tumorais de
cancer de mama. Neste estudo, foi encontrado um ICsp igual a 1 mM, o que
significa que o tratamento com 1 mM foi suficiente para reduzir em 50% a
viabilidade celular. Neste mesmo estudo, foi possivel demonstrar que o
carvone induz a formacao de EROS, a fragmentagdo do DNA e a perda da
estrutura do nucleo. A presenca de apoptossomos e 0 aumento na expressao
das proteinas p53, Bad e caspase-3 ativa indicam que o carvone induz a
apoptose (PATTEL e THAKKAR, 2014).

Esta mesma atividade citotéxica também foi observada por Aydin et al
(2015) em linhagens de neuroblastoma, sugerindo o L-carvone como um
promissor agente para o tratamento de neuroblastoma (AYDIN et al., 2015).
Entretanto, estes mesmos efeitos ndo foram observados em células de
melanoma B16F-10, sem efeito sobre o ciclo celular e apoptose, indicando que
esta molécula pode ter diferentes mecanismos de agdo para cada linhagem
tumoral (RAFHAEL E KUTTAN, 2006).

O a-phellandrene (5-isopropyl-2-methyl-1,3-cyclohexadiene) €& um
monoterpeno encontrado em plantas utilizadas como ervas e temperos (Figura
4).
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Figura 4 — Estrutura quimica da molécula de a-phellandrene.

As atividades biolégicas do a-phellandrene permanecem pouco
estudadas, mas sugere-se que ele possui atividade antimicrobianas, inseticidas
e antitumorais. Este composto é capaz de inibir a proliferacdo de fungos, com
destaque para os géneros Penicillium e Candida (ZHANG et al., 2017). Ele
também inibe a proliferacdo de besouros e dipteros relacionados a plantacdes
de milho (ZAGALLI et al, 2017). Enquanto a atividade antibidtica ja foi
demonstrada para diversas espécies, a atividade antitumoral permanece pouco
compreendida.

Hsieh e colaboradores (2014) demonstraram em diversos trabalhos que
0 a-phellandrene induz a necrose de maneira dose-dependente na linhagem
tumoral hepatica J5. Neste estudo, foi observada uma diminuigao na viabilidade
de células tratadas por 24h sem alteracdo em genes classicos relacionados a
apoptose, como Bax, Bcl-2 e que acionam as caspases. Observou-se, no
entanto, aumento significativo na producao de 6xido nitrico (NO) e deplecao de
ATP, o que, associado a danos na membrana celular, provoca o estado
necrotico (HSIEH et al.,, 2014). Entretanto, outros estudos realizados pelo
mesmo grupo demonstraram aumento na expressao de genes pro-apoptoticos
e diminuigdo de sinais antiapoptéticos, sugerindo que ambos 0s mecanismos
de morte celular podem ser desencadeados pelo a-Phellandrene (HSIEH et al.,
2015).

Ensaios in vivo utilizando modelos de roedores para leucemia mostraram
que o phellandrene estimula a produgao de células natural killers, aumenta a
atividade fagocitica de macréfagos e provoca a morte celular através da
indugdo de danos ao DNA e bloqueio dos mecanismos de reparo (LIN et al,
2014; LIN et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos antitumorais dos 6leos essenciais nanoemulsionados
de Mentha villosa e de Curcuma longa e seus compostos ativos maijoritarios,

Carvone e a-Phellandrene em linhagens celulares de mama.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a viabilidade celular a partir dos tratamentos das linhagens com
as nanoemulsdes e os compostos isolados;

2. Avaliar o perfil de migragdo das células controle e cultivadas com as
nanoemulsoes;

3. Avaliar o perfil de expressao génica dos genes MMP2, TIMP2, CDH1,
VIM e ADAM33 nas linhagens controle e tratadas com os compostos
isolados;

4. Avaliar a atividade de gelatinase da proteina MMP-2 nas linhagens
controle e tratadas com os compostos isolados.

5. Avaliar a expressado proteica da MMP-2 nas linhagens controle e

tratadas com os compostos isolados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Bioldgico

Foram utilizadas a linhagem celular normal de mama — HB4a - e
tumorais de mama — MCF7 e MDA-MB-231 — e melanoma — MDA-MB-435 —
em cultivos controlados. As linhagens foram cultivadas com meio RPMI 1640,
suplementadas com SFB 10% inativado a 55°C, contendo garamicina 40 ug/mL
e mantidas em estufa de CO, 5%, 37°C. Para a linhagem MCF7 foi adicionado
insulina a 3,5 mg/mL e para a linhagem HB4a além da insulina, foi adicionado
hidrocortisona a 5 ug/mL. Todas as linhagens foram obtidas da ATCC.

Aliquotas de linhagens com aproximadamente 10° células/mL,
congeladas em SFB 10% e DMSO 10%, foram retiradas do nitrogénio liquido
(-196°C), descongeladas a 37°C, transferidas dos tubos criogénicos para
garrafas com darea de cultivo igual a 25 cm? contendo o meio de cultura
devidamente suplementado, e, incubadas a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. O
meio foi trocado regularmente e o crescimento celular foi acompanhado.
Quando se obteve uma monocamada de células aderidas a garrafa com
aproximadamente 80-90% de confluéncia, efetuou-se a expansdo da cultura
através do tratamento com tripsina 0,25% (TrypLE™ Express, Gibco,
Gaithersburg, MD, USA).

4.2 Obtencgao dos 6leos essenciais e producao das nanoemulsdes

As mudas de Mentha villosa e Curcuma longa foram obtidas a partir do
substrato organico Carolina Il em novembro de 2014. Aproximadamente 200
mudas de cada espécie foram transplantadas para o campo em janeiro de
2015. As mudas foram cultivadas na Unidade de Ensino Aprendizagem —
Plantas Medicinais do Instituto Federal Catarinense, situado no litoral Norte
Catarinense, sob coordenadas geograficas 26° 23' 33,6691" S 48° 44' 18,3336"
W, Altitude 10,60 m. Estas plantas foram mantidas em canteiros de 10 metros

de comprimento por 1 m de largura, com espagamento de 50 cm entre mudas.
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A extracdo dos Oleos essenciais foi realizada no Laboratério de

Producédo Vegetal do Instituto Federal Catarinense (IFC) pela Msc. Amanda

Chaaban, com coordenacao dos Dr. John Lennon Mesquita Catao e Dr. Murilo

Fazolin (Embrapa). Apds a coleta, talos e folhas de Mentha villosa, e folhas de

Curcuma Ilonga foram submetidos a hidrodestilagcdo a fresco utilizando o

aparato do tipo Clevenger. Foram utilizadas 200 g de planta em cada

destilagao durante 4 horas. O composto sulfato de sédio anidro (Na;SO,) foi

utilizado como agente desidratante para a remogao da agua residual dos 6leos

essenciais. A Tabela 1 mostra a composi¢cao quimica dos o6leos essenciais,

realizada no Laboratério de Oleos Essenciais pela Dr. Amanda Chaaban

(dados nao publicados, os valores foram omitidos por estar em processo de

registro de patente).

TABELA 1 — Constituicao quimica dos 6leos essenciais

Constituintes C. longa (%)

Constituintes

M. villosa (%)

a-phellandrene
p-mentha-2,4(8)-dieno
1.8-cineole
B-pineno
Limoneno
p-cimeno
Mirceno
a-pineno
y-terpineno
a-terpineno
0-3-careno
Linalol
(E)-B-ocimeno
terpinen-4-ol
Sabineno
a-terpineol
d-2-careno

a-tujeno

R-carvone

Dihidrocarveol

Acetato de dihidrocarveol
D-limonene

Acetato de carvil

B -caryophyllene
trans-carveol
B-bourbonene
Gamma-muurolene
cis-carveol

L-B-pinene
Biciclosesquiphellandrene
a-pinene

L-4-terpineol
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Apos a extracdo, os Oleos essenciais foram submetidos a um processo
de nanoemulsificagdo. As nanoemulsdes O/A (6leo-agua) foram preparadas
usando o composto ativo (6leo essencial) como fase dispersa e agua destilada
e Tween® 80 (polissorbato 80) como fase continua, nas proporgdes de 0,05%
de Tween, 2% do dleo essencial e 97,95% de agua ultrapura.

A fase continua (Tween e agua destilada) foi invertida sobre a fase
dispersa (fase oleosa, composto ativo) e homogeneizada em Ultra-Turrax®
(T25 digital IKA®, Staufen, Alemanha) com um rotor S 25N — 18G a 9000 rpm
por 1 minuto, formando uma pré-emulsdo, com objetivo de potencializar a
etapa subsequente. Para a obtencdo da nanoemulsdo, esta pré-emulsio foi
submetida a homogeneizagao de alta pressdo (homogeneizador APLAB 10 -
Artepecas, Brasil) durante 20 ciclos a uma pressao de 400 bar, realizados no
laboratdrio de Oleos Essenciais da Epagri de Itajai em Santa Catarina pelo Dr.
Fabiano Cleber Bertoldi. As amostras foram armazenadas a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Todo o procedimento de obtengdo das amostras
além da preparacido das nanoemulsoes foi realizado a temperatura controlada
de 20°C em um banho termostatico. O processo de nanoemulsificacdo tem

como objetivo tornar os éleos essenciais soluveis em agua.

4.3 Tratamento dos cultivos

Inicialmente, as linhagens foram submetidas ao cultivo com os
compostos obtidos a partir da extracdo dos 6leos essenciais de Mentha villosa
e Curcuma longa. Aproximadamente 5 x 10° de células foram cultivadas sob
condicbes oOtimas, e diferentes concentragcdes dos oleos nanoemulsionados
foram adicionados as culturas. Inicialmente foram testadas as concentracdes 3,
15, 30, 60 e 150 uM das nanoemulsdes para a realizacao dos testes. Apds a
determinagcdo das concentracbes das nanoemulsdes foram realizados em
experimentos com os compostos isolados. Os compostos isolados no 6leo de
menta e curcuma, respectivamente, R-(-)-carvone e a-phellandrene (Sigma,
Aldrich) foram escolhidos para a continuidade dos ensaios por se encontrarem

majoritariamente nos Oleos obtidos das plantas. Estes compostos foram
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testados nas mesmas concentragdes utilizadas dos 6leos essenciais e,
posteriormente, nas concentracées de 0,01; 0,1; 1; 5 e 10 mM. Apds os
tratamentos, foram realizados experimentos de viabilidade, migragcédo celular,

bem como a extracdo de DNA e RNA dos controles e dos tratamentos.

4.4 Ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT

Para este ensaio, as células foram submetidas ao cultivo com e sem os
compostos. Aproximadamente 1x10* células foram transferidas para pogos em
placas de 96 e deixadas aderir por cerca de 12 h. Para os 6leos essenciais,
foram testadas as concentracdes 3, 15, 30, 60 e 150 uyM. Para o carvone e o
phellandrene, foram testadas as seguintes concentragées: 0,01; 0,1; 1; 5 e 10
mM. Apdés o periodo de 24 h e 48 h, o meio das células foi aspirado e as
células restantes foi adicionado o composto brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a 0,5 mg/mL e incubado em estufa de CO; por 3 h.
O MTT é um composto liquido de cor amarela que, em contato com a
mitocondria, se transforma em formazan, um composto cristalino de cor roxa.
Portanto, os cristais adsorvidos apds o periodo de incubagdo foram
solubilizados em solvente orgéanico dimetilsulfoxido (DMSO) e a absorbancia
aferida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540 nm. Os dados
obtidos foram plotados em graficos e os valores analisados através do software
Prism 7.1.

A partir dos dados de viabilidade celular, foi possivel calcular a
contracao inibitéria média (ICsp) de cada composto para cada linhagem celular.
O ICso consiste na concentragdao de um farmaco necessaria para diminuir em
50% a viabilidade celular. Essa € uma informagao importante quando se visa a
aplicagao dos compostos estudados no tratamento do cancer. A concentracao
inibitéria média foi calculada através de regressao linear utilizando o GraphPad

Software.

4.5 Ensaio de Migragao Celular

As células controle e tratadas foram submetidas ao ensaio de migracao

celular, ou wound healling. Para este ensaio, cerca de 3 x 10° células foram
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cultivadas em placas de 12 pogos até a confluéncia de aproximadamente 90%
e feito o risco, ou ferida, no centro da placa. A partir disso, o meio foi depletado
de soro fetal e o fechamento ou ndo da fenda gerada foi acompanhado e
fotografado por 24 e 48 horas. Para a constru¢ao dos graficos, inicialmente foi
medido a area da fenda em 0 horas. Em seguida, foram medidas as areas do
mesmo local em 24 e 48 horas e entdo calculado a porcentagem de cobertura
da area inicial. As imagens foram analisadas por meio do software livre Image
J.

4.6 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para realizacao das extragcdes de DNA e RNA, foi utilizado o kit All prep
DNA/RNA (Qiagen), conforme especificagdes do fabricante, com o qual é
possivel isolar as duas biomoléculas de uma mesma amostra
simultaneamente. O DNA obtido foi armazenado para futuros estudos e o0 RNA
total purificado foi entdo submetido a sintese de DNA complementar (cDNA),
utiizando-se o kit High Capacity (Applied Biosystems), conforme
especificagdes do fabricante. Para tal, foram utilizados aproximadamente 1000
ng de RNA total, 1 yl de 20X RT enzima mix e 10 yl de 2X tampao, em um
volume total de 20 ul. O gene enddgeno de expressao constitutiva (GAPDH) foi
utilizado para verificar a qualidade da sintese de cDNA. Para a reacao de PCR,
foram utilizados Tampao 1x, MgCl, 1,5 mM, dNTP 2 mM, 0,3 uM de oligo e Taq
Platinum 1 U/uL (Invitrogen). As condigdes de PCR seguiram o padrédo de 95°C
por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para
desnaturar as fitas do DNA, 56°C por 30 segundos para o anelamento dos
iniciadores e 72°C por 45 segundos para extensdo. Um ciclo de 72°C por 5
minutos foi utilizado ao final da reagao. Os produtos de PCR foram visualizados

em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo 0,2 ug/mL.

4.6.1 Analise da Expressao Génica por RT-gPCR

Para a reagdao de RT-gPCR foram utilizados os cDNAs das linhagens

controle e tratadas com os compostos isolados. Para as condi¢cdes testadas, foi
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avaliada a expressao dos genes MMP2, CDH1, VIM, TIMP-2 e ADAM33. O
gene utilizado como normalizador foi determinado apds a obteng¢ao da curva de
padronizagcdo com GAPDH, HPRT e HLPO. O gene escolhido por néao
apresentar variagdes na expressao frente aos tratamentos foi o HPRT. Os
oligos utilizados para a amplificagdo estao inseridos na tabela 2 abaixo.
Inicialmente, foi realizada a padronizacdo dos parametros da reacdo. As
diluicbes de iniciadores testadas foram de 150 mM, 300 mM, 600 mM e 900
mM; e o cDNA alvo foi de 1, 1:2, 1:10 e 1:50 em sistemas de 10 pl utilizando

SYBR®Green 1x no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems).

TABELA 2 — Sequéncias dos iniciadores utilizados nas reagdes de RT-gPCR

Tamanho
Gene Universal (5'-3") Reverso (5'-3") (pb)
GAPDH CTGCACCACCAACTGCTTA CATGACGGCAGGTCAGGTC 296
HPRT GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA TCCAGCAGGTCAGCA AAGAAT 101
CDH1 CCCGGGACAACGTTTATT GTCGTTACGAGTCACTTCAG 116
VIM CTCGTCACCTTCGTGAATAC GATTAGTTTCCCTCAGGTTCAG 153
MMP2 AGCTCCCGGAAAAGA TTGATG CAGGGTGCTGGCTGA GTAGAT 101
TIMP2 CGACATTTATGGCAA GGGCCGTGTAGATAA

CCCTATCA ACTCTATATCC 101

ADAM33 CAGGACCCGGAAGTACCTG GCCACCTGAATGTCCAGAG 150

Os dados obtidos foram submetidos ao método estatistico AACt, um dos
modelos mais utilizados para comparar niveis de expressdo génica entre
diferentes condigdes de tratamento. Neste calculo, o Ct obtido para um gene-
alvo é descontando da média dos Cts dos normalizadores (ACt). Este valor, por
sua vez, é utilizado para fazer a diferenga entre controle e tratamento (AACt). A
expressdo do gene é fornecida pela formula 22! (LIVAK e SCHMITTGEN,
2001). Os valores de Ct obtidos foram avaliados pelo teste estatistico ANOVA e

considerados significativos se p< 0,05
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4.7 Analise da atividade de metaloprotease de MMP-2 por zimografia

A atividade de metaloprotease da MMP-2 foi avaliada utilizando a
técnica de zimograma (KLEINER E STETLER-STEVENSON, 1994). Esta
técnica consiste de uma eletroforese em gel de poliacrilamida impregnado com
um substrato que sera degradado pela proteina que se quer analisar. O
substrato utilizado para avaliar a atividade da enzima MMP-2 foi a gelatina.
Foram testados os sobrenadantes das culturas da linhagem MDA-MB-231
controle e tratada com R-carvone ou a-phellandrene por 48h. Como controle
positivo, utilizou-se o sobrenadante da linhagem PMC42 que expressa grandes
quantidades de MMP-2. Ao final de cada tratamento, um mililitro de
sobrenadante foi coletado, transferido para um tubo tipo eppendorf e
adicionado 500 pl de etanol absoluto. Apds aproximadamente 1h a -80 °C, o
tubo foi centrifugado por 10000 x g por 10 minutos e o precipitado foi lavado
trés vezes com tampao TBST 1x gelado. A amostra foi ressuspendida em
tampao de amostra (0,075 g Tris, 0,2 g SDS em 10 mL de agua destilada, pH
6,8) ndo contendo agentes redutores e aplicado em SDS-PAGE 8% contendo
gelatina 0,1% pré-aquecida a 60°C. Apds a eletroforese em tampao adequado
(Tris 25 mM, 250 mM de Glicina e SDS 0,1%), o gel foi lavado duas vezes em
TritonX 2,5% pré-aquecido a 37°C por 30 minutos. Em seguida o gel foi
acondicionado em tampao de incubagao (CaCl, 5 mM e ZnSO4 1 uM) a 37°C
por aproximadamente 48 h. A atividade de protease foi visualizada através de
bandas descoloridas no gel, apds a coloragédo e descoloragcédo simultanea com
coomassie blue conforme o protocolo (LEBER E BALKWILL, 1997).

4.8 Imunodetecgao de proteinas ou western blotting

Para a anadlise das proteinas da linhagem MDA-MB-231 controle e
tratada com R-carvone e a-phellandrene por 48 horas, as células foram
cultivadas em placas de 100 mm? até atingir confluéncia de aproximadamente
80%. Em seguida, foram lavadas trés vezes com PBS 1X gelado e adicionado
tampao de lise RIPA (50 mM Tris-HCI, pH; 0,5% Deoxicolato; 150 mM NacCl,
0,1% SDS), contendo inibidor de protease (Halt Protease and Phosphatase
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Inhibitor Cocktail — Thermo Fisher) e EDTA 1 mM. Posteriormente, as células
foram raspadas com um scraper e o lisado foi passado para um tubo de 1,5
mL, centrifugados a 10.000 X g por 10 minutos a 4°C e recolhido o
sobrenadante. A quantificagao proteica foi determinada por meio do método de
Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como
padrao. A absorbancia das amostras foi lida a 595 nM em espectrofotdmetro e
a concentracdo de proteinas foi determinada a partir da curva obtida por
regressao linear dos valores padrdes de BSA.

Para a reacdo de imunodeteccdo, as amostras quantificadas foram
misturadas com tampao de amostra (2% de SDS, 10% de glicerol, 0,01% de
azul de bromofenol, 0,0625 mol/L de Tris-HCI pH 6,8, 5% de B-
mercaptoetanol) e aquecidas a 100°C durante 10 minutos antes da aplicagcéo
no gel para a eletroforese. As eletroforeses de proteinas foram realizadas em
gel de poliacrilamida desnaturante conforme protocolo descrito por Laemmli
(1970). Apds a eletroforese, as proteinas do gel foram transferidas para
membrana de PVDF (Hybond ECL- GE Healthcare), ativada anteriormente com
metanol. A transferéncia foi realizada com o tampéao de transferéncia (25 mM
Tris HCI, 192 mM Gilicina, 20% metanol, 0,037% SDS) a 250 mA por 1 hora.

Depois da transferéncia, a membrana foi bloqueada com solu¢ao de 5%
de leite em p6 desnatado em TBST (Tris pH 7,6; 2,42g/L; NaCl 8g/L; tween 20
1mL/L) por 1 hora a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, a membrana foi
lavada com TBST trés vezes e incubada com 5 mL de solugédo de leite 5%
TBST com o anticorpo primario: 1:1000, para o anticorpo anti-MMP-2, e 1:5000,
para o anticorpo anti-B actina, sendo mantida sob agitagcado durante 18 horas a
4°C. O anticorpo primario foi retirado por meio de trés lavagens sucessivas com
TBST, por 10 minutos cada. O anticorpo secundario foi o anti-mouse IgG HRP
(Sigma), de concentragdo 1 mg/mL, diluido 1:5000 vezes. Depois de cinco
lavagens com TBST, a membrana contendo a reagédo antigeno-anticorpo foi
revelada com o reagente Luminata Forte Western HRP substrate (Millipore)
utilizando filme de Raio X seguido de revelagdo com tampdes revelador e
fixador.

Para os ensaios de MMP-2, foram utilizados extratos proteicos na
concentracdo de 20 ug de proteinas e para E-caderina e [(-actina, foram

utilizados 5 ug.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios de viabilidade celular

Com o objetivo de avaliar o efeito dos 6leos essenciais sobre as linhagens
normal de mama (HB4a) e tumoral altamente invasiva (MDA-MB-231), foi
realizado o ensaio de viabilidade pelo método do MTT. Apds o periodo de 24
horas de tratamento com os compostos, foram obtidos os seguintes resultados

plotados nos graficos abaixo (Figura 5).

HB4a Curcuma longa
100+ 100+
. Il HB4a
80- —= Curcumalonga __ gq- * CIMDA-MB-231
— == Menthavillosa & *
& o
< 60- S 60-
£ g
2 40 = 401
2 S *
& s
> 204 20+ *
0+—r— T 1 0-
3 15 30 60 150 3 15 30 60 150
Concentragéo (uM) Concentragao (uM)
100+ MDA-MB-231 100- Mentha villosa
% %
__ 80 — 80
S 8
3 60 S 60 -
(1] ©
i) 3
§ 404 é 404 "
s S
20 20+ H I .
o . ol [] mo
3 15 30 60

3 15 30 60 150
Concentragao (uM)

150
Concentragao (uM)

Figura 5 — Ensaio de viabilidade celular das linhagens HB4a e MDA-MB-231 e
seus tratamentos. Os graficos representam a porcentagem de células viaveis em
relagdo ao controle das linhagens HB4a e MDA-MB-231 submetidas a tratamentos
com diferentes concentragbes dos 6leos essenciais de Curcuma longa e Mentha
villosa, por um periodo de 24h. O * significa p<0,05 e ** significa p<0,01.

A partir dos resultados €& possivel observar que ambos os Oleos
essenciais apresentaram efeito citotéxico dose-dependente nas linhagens
testadas. Para todas as concentracdes testadas, houve maior redugao na

viabilidade celular da linhagem tumoral MDA-MB-231 em relagdo a normal,
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HB4a. Apenas para os tratamentos a 150 uM nao foram observadas células
viaveis apos 24 h. Os resultados mostraram que somente os tratamentos com
duracao de 24 h foram viaveis uma vez que estas células, quando submetidas
ao cultivo por 48 h nado apresentavam células viaveis sob nenhuma
concentracdo testada. A partir destes resultados, a concentragao de 15 uM foi
escolhida para os ensaios e tratamentos posteriores, principalmente por
apresentar baixa toxicidade para a linhagem normal ao mesmo tempo alta para
a linhagem tumoral.

A partir da obtengcdo de efeito sobre as linhagens testadas, os
compostos majoritarios encontrados nos 6leos foram utilizados nos préximos
ensaios. O objetivo foi avaliar se o composto sozinho apresentaria 0 mesmo
efeito obtido com as nanoemulsées. Para o ensaio de viabilidade, foram
utilizados o R-carvone, que compdéem 52% do 6leo essencial da menta, e a-
phellandrene, que compdem 42% do 6leo de curcuma. Inicialmente, foi feita
uma curva utilizando concentracdes dos compostos proporcionais aquelas

presentes nos 6leos essenciais (Figura 6).
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Figura 6 — Ensaio de viabilidade celular das linhagens HB4a e MDA-MB-231
tratadas com R-carvone e a-phellandrene. Os graficos representam a porcentagem
de células viaveis em relagdo ao controle das linhagens HB4a e MDA-MB-231
submetidas a tratamentos com diferentes concentragdbes de R-carvone e a-
phellandrene, por um periodo de 24h e 48h.
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Nestas condi¢des testadas somente com os compostos isolados nao foi
possivel observar diferengas significativas na viabilidade celular tanto entre as
concentragdes, quando entre as linhagens. Assim, este ensaio foi realizado
novamente utilizando novas concentragcbes dos principios ativos isolados com
a finalidade de se obter diferengas significativas na morte celular nestes
tratamentos. Foram testadas as concentragcées 0,01; 0,1; 1; 5 e 10 mM, como

mostrado na Figura 7.
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Figura 7 — Ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT. Os graficos
representam a porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle das linhagens
HB4a e MDA-MB-231 submetidas a tratamentos com diferentes concentracdes de R-
carvone e a-phellandrene, por um periodo de 24h e 48h. O * significa p<0,05 e **
significa p<0,01.

ApoOs este experimento foi possivel observar que tanto o R-carvone
quanto o a-phellandrene apresentaram efeito citotdxico frente as duas

linhagens. Para o R-carvone, os efeitos sé foram observados em
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concentracbées acima de 0,1 mM em 24h e 1 mM em 48h. Ja para o
phellandrene, concentracbes maiores do que 0,01 mM apresentaram efeitos
sobre a viabilidade em 24h. Em 48h, apenas as concentracdes de 5 e 10 mM
causaram diminuicdo da viabilidade. Ambos os compostos apresentaram
maiores efeitos sobre as células tumorais em relacdo as normais, sobretudo
nas concentragdes de 5 e 10 mM. A partir destes graficos, a concentragcéo
escolhida para tratamentos posteriores foi de 5 mM.

A partir destes resultados, foi calculada a concentracao inibitéria média

(ICsp) para todos os compostos tratados por 48h, como mostrado na Tabela 3.

TABELA 3 — Concentragao Inibitéria Média (ICsp) dos compostos

ICs0 (UM)
HB4a MDA-MB-231
Curcuma longa 22,7 20,3
a-phellandrene 9,5x10° 56 x 10°
Mentha villosa 23,7 17
R-carvone 13,9 x 10° 8,2x10°

Obs. Os dados representam valores de ICsoem uM, obtidos através de
regressao linear utilizando o software GraphPad.

Os valores de IC5p foram maiores para a linhagem tumoral em relagao a
normal para todos os compostos testados. Os valores encontrados para os
Oleos essenciais sob a conformacdo de nanoemulsdes foram mil vezes
menores do que os dos compostos isolados. Isto indica que sdo necessarias
concentracdées muito maiores dos compostos isolados para provocar o mesmo
efeito que os dleos essenciais nas linhagens testadas.

Utilizando as mesmas concentragdes dos compostos majoritarios
isolados, foi realizada uma analise morfolégica das células da linhagem MDA-
MB-231 submetidas as diferentes concentragdes de R-Carvone e a-

Phellandrene por 48 horas (Figura 8).



36

Controle Tratamento com a-Phellandrene

0 0,01 mM 0,1mM imM 5mM 10 mM

Controle Tratamento com R-Carvone

0 0,01 mM 0,1mM 1mM 5mM 10 mM

Figura 8 — Analise morfolégica da linhagem MDA-MB-231 exposta a diferentes
concentragées de R-carvone e a-phellandrene por 48 horas. Na imagem, é
possivel observar que os tratamentos com os compostos induzem modificagbes
fenotipicas nas células, que se tornam mais arredondadas e podem sofrer rompimento
das membranas.

Foi observado um efeito dose-dependente para os dois compostos, mais
evidente a partir de 1 mM. Foram percebidas alteragées nos tamanhos e nos
formatos das células, que deixaram de ser alongadas e passaram a ter formato
arredondado. Em concentracdes mais altas, houve a formagao de vesiculas no
citoplasma, perda da estrutura do nucleo e, em 10 mM, o rompimento de

membrana das células.

5.2 Ensaio de migragao

As linhagens tumorais de mama (MDA-MB-231 e MCF7) e melanoma
(MDA-MB-435) foram avaliadas quanto ao perfil de migracdo quando

submetidas ao cultivo com os 6leos essenciais em nanoemulsdes (Figura 9).
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Figura 9 — Perfil de migracao das linhagens MCF7, MDA-MB-231 e MDA-MB-435
controle e tratadas com dleos essenciais de Curcuma longa e Mentha villosa. Na
imagem, € possivel perceber que os tratamentos com os dleos diminuem a migragao
celular das linhagens tumorais MDA-MB-231 e MDA-MB-435. A linhagem MCF7, que
nao apresenta perfil migratério, ndo demonstrou diferengas entre o controle e os
tratamentos.

Através das imagens, € possivel perceber que os cultivos das linhagens
com Oleos essenciais provocaram alteragdes significativas para reduzir a
migragdo celular, conforme andlise estatistica. A linhagem MCF7 néo
apresentou diferengas significativas entre o controle e os tratamentos como
esperado pela baixa taxa de invasao que esta linhagem apresenta. Para a
MDA-MB-231 e MDA-MB-435, as linhagens controles foram capazes de fechar
a abertura em 48 horas, enquanto os tratamentos ndo. Para a avaliagéo

estatistica, estes dados foram organizados em forma de graficos (Figura 10).
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Figura 10 — Grafico das taxas de migragao celular apés tratamentos. Os graficos
representam a medida das areas das taxas de migragao das linhagens MCF7, MDA-
MB-231 e MDA-MB-435 sem e com os 6leos de Mentha e Curcuma. ** significa p <
0,01.

A partir dos resultados, pode-se observar que os tratamentos nao
provocaram alteragdes significativas da migragéo da linhagem MCF7 enquanto
a MDA-MB-231 apresentou uma redugao de migracdo média de 50% em 24
horas e de 40% em 48 horas. Para a linhagem MDA-MB-435, essa reducéo
média foi de 60% em 24 horas e 85% em 48 horas. Estes resultados mostram
que os tratamentos induziram alteracbes fenotipicas destas células para um

perfil menos migratério, e, consequentemente, menos agressivo.
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5.3 Andlise da expressao génica

Apods a sintese do cDNA a partir do RNA total extraido da linhagem
MDA-MB-231 controle e tratada com R-carvone e a-phellandrene, foi realizada
a reacao de PCR utilizando iniciadores para o gene de expressao constitutiva
GAPDH, como mostrado na Figura 11. Essa reacéao € utilizada para verificar a

qualidade do cDNA, indicada pela amplificagao da regidao de 296 pb.
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Figura 11 — RT-PCR do gene constitutivo GAPDH para as condigées controle e
tratamentos da linhagem MDA-MB-231. MM — marcador de massa molecular;
controle negativo — PCR sem cDNA. Foram testadas as condigbes sem tratamento
(231 controle) e tratadas por 48 horas com os compostos R-carvone e a-phellandrene.
As bandas correspondem ao fragmento amplificado esperado de 296 pb.

A partir do cDNA sintetizado, foi realizada uma RT-gPCR para a analise
da expressao relativa dos genes CDH1, VIM, ADAM33, MMP2 e TIMPZ2. Foi
utilizado como normalizador o gene endégeno HPRT. Através de padronizagao,
foi escolhida a concentragdo de 900 nM de iniciadores para os genes CDH1 e
VIM e 600 nM para os demais. A curva de diluicdo do cDNA mostrou a diluigcao
1:2 em agua com os melhores resultados. Para essas condigdes, a eficiéncia
dos iniciadores ficou entre 95 e 105%.

Foi avaliada a expresséo dos genes CDH1, VIM, ADAM33, MMP2 e
TIMP2, utilizando como normalizador o gene enddégeno HPRT, mostradas na

Figura 12.



41

80001

70004 El Controle
1 Carvone
1 Phellandrene

[=2]
o
o
o
1

1201

100 -

(o]
o
1

o [*2]
o o
1 1
*

Expressao relativa dos genes (2"

:l | |NINN (NI lﬁﬁ

RS & o5 & Qv
& b S S N

Y

Figura 12 — Expressao génica de diferentes genes da linhagem MDA-MB-231 e
seus tratamentos. No grafico, o valor de expressao igual a 1 indica que a célula nao
expressa o gene. O * significa p<0,05.

Este € um modelo de grafico que representa e expressao relativa dos

224C onde o nivel de expressdo do controle é

genes, calculadas a partir de
indicada pelo valor 1. A partir deste grafico, é possivel observar que os
tratamentos com R-carvone e a-phellandrene provocaram um aumento
significativo (p<0,05) na expressao dos genes VIM, MMP2 e CDH1, chegando
a um aumento de mais de 5000 vezes. A linhagem MDA-MB-231 nao expressa
0 gene e a proteina ADAM33, e os resultados mostram que os tratamentos néo
provocaram alteracdo na expressao deste gene. Quanto ao gene TIMP2, que
codifica uma proteina envolvida na regulagdo da MMP-2, também n&o foram
observadas alteragdes significativas, embora se observe uma pequena redugéo

no tratamento da 231 com o R-Carvone.
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5.4 Ensaio de atividade de MMP-2 por zimografia

A atividade da proteina MMP-2 foi avaliada através da técnica de
zimograma. Esta técnica avalia ndo s6 a presencga da proteina, mas também
sua atividade como gelatinase (FIGUEIRA et al., 2009). Foram avaliados os
sobrenadantes da linhagem MDA-MB-231 sem tratamentos e tratadas com os
compostos isolados a 5 mM. A linhagem PMC42 foi utilizada como controle

positivo, uma vez que expressa MMP-2 em grandes quantidades (Figura 13).
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Figura 13 — Zimograma da linhagem MDA-MB-231 controle e seus tratamentos.
Foram testadas as condigbes controle e tratada com R-carvone e a-phellandrene por
48h. A linhagem PMC42 foi utilizada como controle positivo. As bandas correspondem
as proteinas MMP-9 (92 kDa) e MMP-2 ativa (62 kDa). O grafico mostra a atividade da
proteina MMP-2. * significa p<0,05 e *** p<0,01.

A linhagem MDA-MB-231, tanto controle quando tratada com carvone e
phellandrene por 48h, foi capaz de produzir as proteinas MMP-2 na sua forma

ativa (62k Da) e MMP-9 (92 kDa). Utilizando um software para medir a
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intensidade de banda, foi possivel demonstrar que os tratamentos provocam a

diminuicao na atividade da MMP-2 quando comparada ao controle.

5.5 Analise da expressao proteica de MMP-2

Para a analise da expressdao da proteina MMP-2, foram obtidos os
extratos proteicos totais das células controle e tratadas com R-carvone e a-
phellandrene por 48 horas. A partir destes, foi realizado o western blot (Figura
14). Como a linhagem de melanoma MDA-MB-435 apresenta alta expressao de
MMP-2, ela foi utilizada como controle positivo neste ensaio. A proteina de
expressao constitutiva B-actina (41 kDa) foi utilizada com controle da qualidade

dos extratos proteicos.

41 kDa — B-actina

_ M2 pré-ativa

Figura 14 — Western blot para andlise da expressao proteica de MMP-2 na
linhagem MDA-MB-231 e seus tratamentos. A linhagem MDA-MB-435 foi utilizada
como controle positivo da expressao de MMP-2. Foram analisadas as proteinas MMP-
2 pro-ativa (acima) e a proteina de expressao constitutiva 3-actina (abaixo).

A partir deste resultado, foi possivel demonstrar que os tratamentos com
os compostos isolados por 48 horas fazem com que a célula deixe de
expressar MMP-2 pro-ativa, uma vez que ela esta presente nas células nao
tratadas. Estes resultados corroboram com o ensaio de atividade desta
proteina, no qual foi observado uma diminui¢cdo da atividade de gelatinase dos

tratamentos.
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo de produtos naturais tem sido a estratégia mais bem
sucedida para a descoberta de novos medicamentos usados na terapia contra
o cancer. Neste contexto, os 6leos essenciais e os compostos isolados obtidos
a partir deles mostram um grande potencial (BEZERRA et al., 2008). Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antitumoral dos éleos
essenciais nanoparticulados de Curcuma longa e Mentha villosa, assim como
de seus compostos majoritarios, a-phellandrene e R-carvone, respectivamente.

Inicialmente, foram realizados ensaios de viabilidade utilizando as
linhagens normal de mama (HB4a) e tumoral triplo-negativa (MDA-MB-231).
Foi possivel demonstrar que tanto os o6leos essenciais nanoemulsionados,
quanto com os compostos isolados possuem um efeito dose-dependente e que
a reducdo da viabilidade € maior nas células tumorais em relagao as normais
(Figuras 5 e 7). Este resultado é de grande importancia, uma vez que farmacos
com acgao seletiva para células tumorais reduzem os efeitos colaterais adversos
associados a terapia contra o cancer.

Foi calculado o valor de ICsy para cada tratamento (Tabela 3), que
corresponde a concentragao necessaria do farmaco para reduzir a viabilidade
celular em 50%. Para os 6leos essenciais, esse valor ficou entre 17 e 23 uM,
enquanto para os compostos isolados foi de 5 a 13 mM, o que indica que os
Oleos possuem atividade em concentracdées muito mais baixas. Este mesmo
resultado foi obtido por Amaral (2015) quando comparou os efeitos do 6leo
essencial de M. villosa com o composto 6xido de piperonita. Isto pode ocorrer
porque os Oleos apresentam uma composicdo complexa e, diversas vezes, a
acao sinérgica ou complementar entre seus constituintes determina sua
atividade (BHALLA et al., 2013). O dleo essencial de Guatteria pogonopus, por
exemplo, apresenta atividade antitumoral superior a seus compostos isolados
in vivo e in vitro, provavelmente devido ao sinergismo entre as moléculas
(FONTES et al.,, 2013). Neste trabalho, este efeito observado nos oleos
essenciais pode ser ainda devido ao processo de nanoencapsulamento, pois
ele pode aumentar a solubilidade e a permeabilidade dos compostos a
membrana celular, além de interferir na liberagdo e degradagao do farmaco,
potencializando seu efeito (KREUTER, 2001; SOBRAL et al., 2012).
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Foi realizado uma analise morfolégica da linhagem MDA-MB-231
exposta a diferentes concentragdes de a-phellandrene e R-carvone, onde foi
possivel observar alteracdes fenotipicas nas células, como alteragdes no
formato e no nucleo, formagao de vesiculas no citoplasma e rompimento da
membrana plasmatica (Figura 8). Essas mesmas alteragdes foram observadas
por Patel e Thakkar (2014) para esta mesma linhagem exposta a L-carvone, e
estes autores sugerem a apoptose como mecanismo de morte celular
predominante. A partir destes resultados, foram escolhidas as concentracdes
de 6leos essenciais (15 yM) e compostos isolados (5 mM) a serem utilizadas
nos demais ensaios. Para os compostos isolados, esta concentragdo se
mostrou acima do que se encontra descrito na literatura, com ICso de
aproximadamente 1 mM (ABDESLAM et al., 2012).

O processo de metastase € responsavel por cerca de 90% das mortes
relacionadas ao cancer de mama (SETHI E KANG, 2011). Seu inicio se da a
partir do momento em que células tumorais se desprendem do tumor primario e
migram em direcao a outros tecidos (YILMAZ E CHRISTOFORI, 2010). Neste
contexto, a capacidade de migracgao celular é determinante para um melhor ou
pior prognéstico. O perfil de migracao celular das linhagens tratadas com os
Oleos essenciais demostra uma inibicdo significativa da migracdo para as
linhagens MDA-MB-231 e MDA-MB-435 (Figura 9). Para a linhagem MCF7,
nao foram observadas diferencas significativas, pois esta € uma linhagem nao-
invasiva e menos agressiva, que apresenta taxas de migracdo muito baixas
(PEREIRA et al., 2014).

Para que a célula possa deixar o tumor e entrar em metastase, algumas
alteracbes sdo necessarias, compondo um processo chamado transicao
epitélio-mesénquima (TEM). A conversdao de células epiteliais em
mesenquimais depende de uma série de eventos moleculares ja descritos na
literatura: perda de adesao célula-célula, resisténcia a apoptose e aquisicdo de
propriedades migratérias e invasivas (SERRANO-GOMEZ et al., 2016). Tendo
isto em vista, foi avaliado o perfil de expressdo de genes relacionados a TEM
na linhagem MDA-MB-231, que possui um fendtipo mesenquimal, agressivo e
altamente invasivo (HUTH et al., 2017). Os tratamentos com R-carvone e o-
phellandrene provocaram alteragdo na expressao dos genes CDH1, VIM e
MMP2 (Figura 12).
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A principal alteragdo na expressao génica observada (Figura 14) foi para
0 gene CDH1, que apresentou um aumento de aproximadamente 6000 vezes
nos tratamentos em relagdo ao controle. Este gene codifica para a proteina E-
caderina, uma molécula de adeséao célula-célula encontrada classicamente em
células com caracteristicas epiteliais (TAM; WEINBERG, 2013). A linhagem
MDA-MB-231 expressa niveis muito baixos ou basais desta proteina e o
aumento da sua expressao nos tratamentos corrobora com o perfil de migragéo
(Figura 10). Isto indica que a inibicdo da migragao celular esta, possivelmente,
associada a uma maior adesao celular (TAM; WEINBERG, 2013).

Os genes VIM e MMP2 estao associados a um perfil mais mesenquimal
e invasivo, portanto, mais maligno. A proteina metaloprotease de matriz 2
(MMP-2) tem a fungdo de degradacdo da matriz extracelular, permitindo a
migragao das células tumorais para novos tecidos. Foi observado um aumento
de 4 vezes na expressao deste gene nos tratamentos em relagdo ao controle.
Apesar do aumento proeminente de MMP-2, ndo houve alteracdes
significativas na expressao de TIMP-2 (Figura 12). Isto pode indicar que as
baixas concentracdes de TIMP-2 nao sao suficientes para permitir a ativacao
adequada das MMP-2, fazendo com que a atividade desta enzima se encontre
comprometida (VALACCA et al.,, 2015). Um mecanismo de regulacdo da
expressao de MMP-2 bem descrito € o micro-RNA de interferéncia miR-29b,
que ja foi relacionado a menores niveis de expressdao em cancer de mama,
hepatico e de prostata (LI E LI, 2013; FANG et al., 2011). Ainda, esta proteina
possivelmente estda sujeita a outros mecanismos de regulacdo pos-
transcricional e traducional que poderiam também serem influenciados pela
acao dos compostos aqui testados. Neste caso, seriam necessarios novos
ensaios para determinar a potencial atuagao deste ou de outros micro-RNAs.

Estes resultados, entretanto, ndo corroboram com o ensaio de atividade
da MMP-2, o qual indica uma menor atividade de gelatinase nos tratamentos
(Figura 13). Isto pode estar relacionado ao eixo de ativagao desta proteina, que
envolve MMP-2, MMP-14 e o inibidor tecidual de metaloprotease do tipo 2
(TIMP-2). Para que a ativagao ocorra, uma molécula de TIMP-2 se liga a uma
MMP-14 presente na superficie da célula. A formacdo do complexo MMP-
14/TIMP-2 permite a ligagdo de uma pro-MMP-2, que ¢é clivada e ativada (LI et

al., 2017). Entretanto, em altas concentragdes, TIMP-2 funciona como um
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inibidor das MMPs, ligando-se ao sitio catalitico, impedindo a formagéo do eixo
de ativagao e inibindo sua atividade (BERNARDO E FRIDMAN, 2003).

Os resultados de expressao génica também demonstram um aumento
tanto de proteinas mesenquimais (vimentina e MMP-2), quanto epiteliais (E-
caderina). Entretanto, quando estudamos o fendétipo das células tratadas, é
observada uma tendéncia ao fendtipo epitelial e menos invasivo. Este perfil
heterogéneo ja foi relatado na literatura durante a TEM, no qual existem
estagios intermediarios em que proteinas e caracteristicas classicamente
epiteliais e classicamente mesenquimais sdo encontradas simultaneamente em
um grupo celular (CARDENAS et al., 2014).

Na analise da expresséao proteica de MMP-2 (Figura 14), a proteina nao
foi detectada nos tratamentos. A linhagem MDA-MB-231 expressa MMP-2 e
isto esta relacionada ao seu alto potencial invasivo e migratério (ZHANG et al.,
2016). Este resultado corrobora com o ensaio de atividade, onde foi observado
uma diminui¢cao da atividade de gelatinase (Figura 13). Este mesmo efeito ja foi
observado para diversas moléculas isoladas a partir de 6leos essenciais, como
a curcumina (CHEN et al., 2015) e o D-limonene (YU et al., 2017), que € um
composto relacionado a via de sintese do R-carvone.

A MMP-2 é uma enzima produzida e secretada pela célula na sua forma
inativa (ou proé-ativa), sendo ativada extracelularmente. Portanto, as proteinas
observadas no western blot estdo na forma pro-ativa (RHEE e COUSSENS,
2002; TORREZ-MARTINEZ et al.,, 2017). Ja no zimograma, as bandas
observadas correspondem a forma ativa da MMP-2, que é capaz de degradar a
gelatina presente no gel. Isto significa que, enquanto o western blot analisa as
proteinas presentes na célula em um determinado momento, o zimograma
analisa as proteinas produzidas e secretadas ao longo do tratamento. Isto
explica porque a MMP-2 pré-ativa ndo foi observada no western blot, mas foi
observada uma pequena atividade da MMP-2, uma vez que essa atividade
pode ser proveniente de proteinas produzidas no inicio do tratamento, antes do
inicio da acao do composto. A partir destes resultados, € possivel atribuir que
as alteracdes fenotipicas e a transicdo mesenquimal-epitelial observadas in
vitro estdo associados ao aumento de expressao do gene de E-caderina

(CDH1) associado a diminui¢ao proteica de MMP-2.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que os 6leos essenciais de
Mentha villosa e Curcuma longa, assim como suas moléculas majoritarias
isoladas possuem um potencial antitumoral frente a uma linhagem tumoral de
mama altamente invasiva (MDA-MB-231) com baixo efeito sobre as células
normais. Os ensaios de migracado demonstraram a inibicdo da migragao das
células tratadas com os Oleos essenciais, indicando uma transicdo de um
fendtipo mesenquimal para epitelial, tornando-as menos malignas, assim como
a nao interferéncia no fendétipo epitelial da linhagem menos invasiva (MCF7).

A avaliagdo de um conjunto de genes associados a transi¢cao epitélio-
mesénquima demonstrou um aumento significativo de CDH17, molécula de
adesao possivelmente responsavel pelo fenétipo observado.

Os tratamentos provocaram a diminui¢do da atividade de gelatinase da
proteina MMP-2, e esta proteina na sua forma inativa ndo foi detectada em
células tratadas com os compostos por 48 horas. Estudos sdo necessarios
para investigar os mecanismos pdés-transcricionais e pos-traducionais que
possam estar envolvidos com a regulacéo desta proteina.

A partir destes resultados, o R-carvone e o a-phellandrene se mostraram
capazes de atuar na reversao do fendétipo mesenquimal em células tumorais de
mama, podendo ser utilizados no desenvolvimento de farmacos adjuvantes no
tratamento do cancer. Ainda, estudos sdo necessarios para que se melhor
compreenda os mecanismos de agao, alteragdes epigenéticas e efeitos in vivo

destas moléculas.
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