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RESUMO

O oleo essencial de Melaleuca alternifolia (tea tree oil — TTO) € composto por
aproximadamente 100 componentes, sendo que os de maior concentracdo sao o
terpinen-4-ol e gama-terpineno. Os estudos da sua capacidade citotOxica tém
demonstrado efeito sobre linhagens neoplasicas malignas. O objetivo do trabalho
foi avaliar a capacidade citotéxica e mutagénica do TTO e seus componentes,
terpinen-4-ol e gama terpineno em culturas celulares. Duas linhagens de
carcinomas espinocelulares orais e uma linhagem de ceratindcitos foram
analisadas por: (1) Andlise colorimétrica de Metiltetrazolium (MTT); (2) Teste do
Microndcleo. Os resultados foram expressos na forma de ensaios de
susceptibilidade e grau de mutagenicidade. Posteriormente foram analisados por
one-way Anova com pos-teste de Tukey. Os valores de ICso obtidos nas analises
de MTT das células expostas ao TTO foram de 0,2% para a HaCaT, 0,14% para
a HSC-3 e 0,17% para a SCC-25. Para a exposi¢cao ao terpinen-4ol, os valores de
ICs0, foram 0,5%, 0,3% e 0,45% para as linhagens HaCaT, HSC-3 e SCC-25,
respectivamente. O gama-terpineno, ndo demonstrou atividade citotoxica
expressiva, ndo sendo possivel calcular o ICso. O TTO n&do demonstrou
mutagenicidade nas linhagens HaCaT e HSC-3. O terpinen-4-ol, ndo foi capaz de
produzir mutagenicidade em nenhuma das linhagens em estudo. Conclui-se que
tanto o TTO quanto o terpinen-4-ol apresentam capacidade citotoxica sobre as
linhagens HaCaT, HSC-3 e SCC-25. O TTO nao foi mutagénico nas linhagens
HaCaT e HSC-3. O terpinen-4-ol ndo foi mutagénico em nenhuma das linhagens
testadas.

Palavras chave: Carcinoma de células escamosas. Oleo de melaleuca.

Sobrevivéncia celular. Testes para micronucleos.
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ABSTRACT

The essential oil of Melaleuca alternifolia (tea tree oil - TTO) consists of about 100
components, and the highest concentration are terpinen-4-ol and gamma-
terpinene. Studies of their cytotoxic capacity have shown effect on malignant
neoplastic lineages. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic and
mutagenic capacity of TTO and main soluble components, terpinen-4-ol and
gama-terpinene in cell cultures. Two lineages of oral squamous cell carcinoma and
a keratinocyte cell were analyzed: (1) colorimetric analysis Metiltetrazolium (MTT);
(2) Micronucleus assay. The results were expressed as susceptibility tests and
degree of mutagenicity. The statistical test used in the analysis was one-way
ANOVA (Tukey test). The ICso values obtained from the MTT analysis of cells
exposed to TTO were 0.2% for HaCaT, 0.14% for HSC-3, and 0.17% for SCC-25.
For exposure to terpinen-4ol, ICso values were 0.5%, 0.3% and 0.45% for HaCaT,
HSC-3 and SCC-25, respectively. The gamma-terpinene didn’'t show significant
cytotoxic activity, therefore it was impossible to calculate the ICso. The TTO was
unable to produce mutagenicity in HSC-3 and HaCaT. The terpinen-4-ol was not
mutagenic in any of the lineages tested. In conclusion, both the TTO and terpinen-
4-ol had cytotoxic capacity on HaCaT, HSC-3 and SCC-25. The TTO was unable
to produce mutagenicity in HSC-3 and HaCaT. The terpinen-4-ol was not

mutagenic in any of the lineages tested.

Keyword: Carcinoma, Squamous cel. Tea tree oil. Cell Survival. Micronucleus

tests.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANOVA - andlise de variancia

C- curcumina

CEC- carcinoma espinocelular

CIT-B- citocalasina B

CN - controle negativo

CP — controle positivo

CPA- controle positivo de apoptose

CPN- controle positivo de necrose

CV- controle de veiculo

D- doxorrubicina

DMEM - dulbecco’s modification of eagle’s médium
DMSO- dimetilsulfoxido

EP - erro padréo

FITC - isotiocianato de fluoresceina

FS- fosfatidilserina

F12- nutrient mixture

HaCaT- Human Keratinocyte Cell

HSC-3- human oral squamous cell carcinoma

IC50 — concentracao capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular
IP — iodeto de propidio

M- média

MN- micronucleo

MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- brometo de difeniltetrazélio
PBS - solucéo salina tamponada com fosfato

p53- proteina p53

SCC-25- squamous cell carcinoma

SFB - soro fetal bovino
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma das principais causas de morte em todo o0 mundo, a cada
ano, 14.1 milhées de novos casos sao diagnosticados e 8,2 milhdes de pessoas
morrem devido a doenga *> °. No Brasil, em 2016 serdo 596 mil casos novos, 295
mil em homens e 300 mil em mulheres. E a segunda maior causa de morte, com
190 mil ébitos por ano 36,

No ano de 2012, os canceres de boca foram estimados em 300 mil casos
novos, dos quais, dois tergos foram do sexo masculino. Para o mesmo ano, a
estimativa de 6Obitos foi de 145 mil casos, com cerca de 80% ocorrendo em regides
menos favorecidas 3 2.

No Brasil, o cancer de cavidade oral esta entre os 10 tumores malignos
mais prevalentes. Em homens a estimativa para 2016 é de 11.140 casos (5,2%),
sendo o0 quinto tumor maligno mais comum. Em mulheres serdo 4.350 casos,
sendo o 12° tumor maligno mais frequente 3. Estes dados demonstram
claramente a importancia do estudo destes tumores, mais ainda quando
comparamos sua prevaléncia relativa no Brasil e no mundo, respectivamente
2,4% e 2,1% °.

Por consequéncia, estudos tentam identificar novas opcdes de tratamento
gue possam melhorar a sobrevida dos pacientes com carcinoma espinocelular
(CEC) de boca 2% 1°. Neste contexto, foram realizados experimentos com
substancias de origem vegetal com o intuito de identificar novas drogas de
potencial uso, como auxiliares ao tratamento atualmente preconizado > 1°. De fato,
novos quimioterapicos extraidos, originalmente de plantas continuam entrando no
mercado e vem sendo analisados quanto a sua utilidade contra diferentes
neoplasias, incluindo o carcinoma espinocelular.

A Melaleuca alternifolia € um fitoterapico que se destaca em diferentes
estudos para fins medicinais. O 6leo essencial de melaleuca (tea tree oil — TTO)
€ composto por uma complexa mistura de aproximadamente 100 componentes 4,
dos quais os componentes de maior concentragcao sao o terpinen-4-ol (39-48%),

gama-terpineno (17-18%) e alfa-terpineno (8-13%). O Oleo é considerado néo
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toxico de odor agradavel, sendo utilizado largamente em produtos com finalidade
reparadora ou anti-infecciosa. Sua capacidade lipofilica e consequente
penetracdo na pele sugerem possibilidade de uso tépico 25 7.

A capacidade citotoxica do TTO e do terpinen-4-ol contra diferentes
linhagens celulares malignas vem sendo avaliada 2. Entretanto, ndo existem
estudos que tenham analisado a capacidade citotoxica do TTO e seus
componentes de maior concentracéo sobre linhagens celulares provenientes de
carcinomas espinocelulares orais ou outros tumores malignos de boca. Sendo
assim, consideramos importante o estudo destas substancias sobre linhagem
celular proveniente desta regido.

Para tanto, alguns parametros podem ser avaliados em experimentos in
vitro. Este trabalho avaliou dois deles. O primeiro relacionado com a possivel
alteracao da atividade mitocondrial, que avaliou a viabilidade celular e norteou as
concentracfes necessarias para o proximo experimento (respiracdo oxidativa,
ensaio de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil-2H tetrazolato de bromo - MTT) 3. O
segundo avaliou se o efeito citotdxico propiciou lesdo nuclear, causando danos a
nivel cromossdmico, essas mutacfes cromossdémicas sdo fatores essenciais para

a carcinogénese e foi analisado pelo teste de Microndcleo.
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7 CONCLUSAO

- TTO reduziu a viabilidade celular em até 50%, sendo possivel calcular o
ICs0, nas trés linhagens em estudo. O ICso encontrado para a linhagem HaCaT
foi de 0,2% e os ICso das linhagens de carcinomas espinocelulares, HSC-3 e
SCC-25 foram de 0,14% e 0,17%, respectivamente;

- O Terpinen-4-ol foi capaz de reduzir a viabilidade celular em até 50%,
obtivemos o ICso, nas trés linhagens em estudo. Os valores de ICso, das trés
linhagens foram :0,5% para a HaCaT, 0,3% para a HSC-3 e 0,45% para a SCC-
25. O segundo componente mais concentrado no TTO, 0 gama-terpineno, ndo
demonstrou atividade citotoxica expressiva, ndo sendo possivel calcular seu
ICso.

- O TTO nao apresentou mutagenicidade nas linhagens HaCaT e HSC-

- O terpinen-4-ol, ndo foi capaz de produzir mutagenicidade nas trés
linhagens (HaCaT, HSC-3 e SCC-25).
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