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Carneiro Neto JN. Análise do efeito quimiopreventivo, citoprotetor e citotóxico do 
terpinen-4-ol em ratos saudáveis e oncológicos de língua, hepatopatas e nefropatas 
induzidos por óxido de 4-nitroquinolina [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017. 
 

RESUMO 
 

O terpinen-4-ol (TP-4-ol) é um monoterpeno que constitui de 30-48% dos 
quimiotipos de óleos essenciais de plantas, como a Melaleuca alternifólia, laranjeira, 
pimenteira entre outras, apresentando propriedade anti-inflamatória, anticancerígena 
entre outras, caracterizadas como agentes quimiopreventivos e citoprotetores, 
respectivamente, contra as lesões com potencial de malignização e/ou malignas 
(LPMM) de língua e as hepato ou nefrotoxicidade. Sendo assim, o objetivo de nosso 

estudo foi avaliar o TP-4-ol quanto às propriedades quimiopreventivas sobre LPMM de 
língua e citoprotetoras ou citotóxicas sobre o fígado e rim de ratos quimicamente induzidos 
por óxido de 4-nitroquinolina (4-NQO). Além disso, avaliamos o TP-4-ol quanto ao seu 

potencial indutor de hepato e nefrotoxicidade em ratos saudáveis. Os 64 ratos foram 
divididos aleatoriamente para o experimento de 16 semanas, nos grupo 1 ratos 
saudáveis ou grupo 2 ratos oncológicos de língua (n=8) e os grupos de intervenções 
com [g/Kg de TP-4-ol] ratos saudáveis tratados [0,035] do grupo 3 e [0,0035] grupo 
4, ratos oncológicos tratados [0,035] do grupo 5 e [0,0035] grupo 6 (n=12). Foram 
analisados os parâmetros biométricos (peso do corpo, língua, fígado e rim; consumo 
de água e ração); bioquímicos do fígado (alanina aminotransferase, aspartato 
aminotransferase, fosfatase alcalina) e rim (ureia e creatinina); macroscópicos da 
língua (tamanho e lesões fundamentais), fígado e rim (tamanho); e microscópicos da 
língua (alterações histopatológicas, risco de malignização da displasia moderada, 
invasão tumoral e infiltrado inflamatório), fígado e rim (alterações citotóxicas). Os 
resultados foram comparados entre médias e desvio-padrão por ANOVA com nível 
de significância de 5%. As análises dos 63 ratos demonstraram aumento do peso 
corporal e consumo de água com 0,0035g/Kg de TP-4-ol do grupo 6, que também 
reduziu os parâmetros bioquímicos, lesões fundamentais, alterações 
histopatológicas, o alto risco de malignização, carcinoma lingual em mais de 70% (in 
situ, micro-invasivo e invasivo) e o infiltrado inflamatório. A dose de 0,035g/Kg de 
TP-4-ol do grupo 3 é tóxica nos parâmetros analisados com exceção do 
microscópico do fígado. Conclui-se que o TP-4-ol é eficaz na quimioproteção 
(0,035/0,0035g/Kg - quimioprevenção) de lesões com potencial de malignização 
e/ou malignas de língua, citoprotetora (0,0035g/Kg) de hepato e nefrotoxicidade de 
ratos oncológicos e indutora de leve nefrotoxicidade (0,035g/Kg) em ratos 
saudáveis. 
 
Palavras-chave: Neoplasias da língua. 4-Nitroquinolina-1-Óxido. Monoterpenos. 
 

 

 

 

 

 



 

 

Carneiro-Neto JN. Analysis of the chemopreventive, cytoprotective and cytotoxic 
effect of terpinen-4-ol in healthy and oncological rats of tongue, hepatopaths and 
nephropaths induced by 4-nitroquinoline oxide [Dissertação de Mestrado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017. 
  

ABSTRACT 
 
Terpinen-4-ol is a monoterpene constituting 30-48% of the plants essential oils 
chemotypes, such as Melaleuca alternifolia, orange tree, peppermint among others, 
presenting anti-inflammatory, anticancer property among others, characterized as 
chemopreventive agents and cytoprotectants, respectively, against lesions with 
malignant and/or malignization potential of tongue and hepato or nephrotoxicity. 
Therefore, the aim of our study was to evaluate TP-4-ol for chemopreventive 
properties on tongue and cytoprotective or cytotoxic LPMM on the liver and kidney of 
4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO) chemically induced rats. In addition, we evaluated 
TP-4-ol as to its potential for inducing hepate and nephrotoxicity in healthy rats. The 
64 rats were randomly divided to the 16-week experiment, in group 1 healthy rats or 
group 2 oncological rats of tongue (n = 8) and groups of interventions with [g/kg of 
TP-4-ol] treated healthy rats [0.035] of group 3 and [0.0035] group 4, treated 
oncological rats [0.035] of group 5 and [0.0035] group 6 (n = 12). Were analyzed the 
biometric parameters (weight of body, tongue, liver and kidney, water and feed 
intake); biochemical of liver (alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, 
alkaline phosphatase) and kidney (urea and creatinine); macroscopic of tongue (size 
and fundamental lesions), liver and kidney (size); and microscopic of the tongue 
(histopathological alteration, risk of malignization of moderate dysplasia, tumor 
invasion and inflammatory infiltrate), liver and kidney (cytotoxic alterations). The 
results were compared between means and standard deviation by ANOVA with a 
significance level of 5%. The analysis of the 63 rats showed an increase in body 
weight and water consumption with 0.0035g/kg of TP-4-ol from group 6, which also 
reduced biochemical parameters, fundamental lesions, histopathological alterations, 
high risk of malignancy, lingual carcinoma in more than 70% (in situ, micro-invasive 
and invasive) and inflammatory infiltrate. The dose of 0.035g/kg of TP-4-ol of group 3 
is toxic in the analyzed parameters except for the microscopic of the liver. It is 
concluded that TP-4-ol is effective in chemoprotection (0.035/0.0035g/kg - 
chemoprevention) of lesions with malignant and/or malignization potential of tongue, 
cytoprotective (0.0035g/kg) of hepate and nephrotoxicity of oncological rats and 
inductor of mild nephrotoxicity (0.035g/kg) in healthy rats. 
 
Keywords: Tongue Neoplasms. 4-Nitroquinoline-1-oxide. Monoterpenes.  
 

 

 

   

 

 

 

 



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ALP: Fosfatase alcalina 

ALT: Alanina transaminase 

AST: Aspartato transaminase 

CEC: Carcinoma espinocelular ou de células escamosas 

CCP: Câncer de cabeça e pescoço 

DNA: Ácido desoxirribonucléico 

G1: Grupo 1 de ratos saudáveis  

G2: Grupo 2 de ratos oncológicos/4-NQO  

G3: Grupo 3 de ratos saudáveis + 0,035g/Kg/TP-4-ol  

G4: Grupo 4 de ratos saudáveis + 0,0035g/Kg/TP-4-ol  

G5: Grupo 5 de ratos oncológicos/4NQO + 0,035g/Kg/TP-4-ol  

G6: Grupo 6 de ratos oncológicos/4NQO + 0,0035g/Kg/TP-4-ol 

HPV: Vírus do papiloma humano 

H0: Hipótese nula 

H1: Hipótese alternativa 

H&E: Hematoxilina & Eosina 

IV: Intravenosa 

LPMM: Lesões com potencial de malignização ou malignas 

mg/dL: Miligramas por decilitro 

mg/Kg: Miligramas por quilo 

mm: Milímetros 

ROS: Espécies reativas de oxigênio 

SUS: Sistema único de saúde 

TP-4-ol: Terpinen-4-ol 

TTO (Tea tree Oil): Óleo da árvore do chá 

U/L: Unidades por litro 

4-NQO: Óxido de 4-Nitroquinolina 

µL: microlitro 

µm: micrômetro 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, o câncer de cabeça e pescoço (CCP), especificamente o 

carcinoma espinocelular ou de células escamosas (CEC) de cavidade oral, caminha 

para se tornar a principal causa de morbidade e mortalidade na população mundial 

(Bray et al.12, 2012; International Agency for Research on Cancer, World Health 

Organization45, 2012). 

Dentre eles, o carcinoma de língua representa 70% dos CEC de cavidade oral 

em adultos, com um recente aumento na incidência em jovens (Patel et al.78, 2011; 

Toporcov et al.111, 2015). Na maioria das vezes, esses tumores são diagnósticados 

em estádios avançados III e IV (Krishnatreya et al.53, 2015) e a sobrevida em 5 anos 

apresenta-se em torno de 78% para região posterior e 61% para região anterior da 

língua (Garzino-Demo et al.33, 2016). 

Devido ao frequente diagnóstico avançado, os tratamentos costumam ser 

complexos, multidisciplinares e de altos custos, envolvendo cirurgia, radioterapia e 

por vezes a quimioterapia. Essa última, por vezes, levando o paciente a apresentar 

comorbidades sistêmicas que afetam rins e fígado (Divi et al.21, 2016). 

Na última década, as novas modalidades de tratamento do câncer avançado 

de língua produziram pouco efeito no prognóstico dos pacientes. Por consequência, 

retornou-se a implementação de tratamentos quimiopreventivos de baixo custo e 

eficazes em estádios iniciais da doença (He et al.40, 2016). Nesta vertente, estudos 

tentam identificar novas opções de tratamento, utilizando compostos naturais 

(Bundela et al.14, 2015) que apresentam boa aceitação e sensação de segurança 

para a maioria dos pacientes oncológicos (Saba et al.90, 2015; William, 

Papadimitrakopoulou117, 2013).  

A quimioprevenção pode ser realizada com agentes naturais, consistindo de 

um mecanismo de controle, regressão ou interrupção na fase de iniciação, promoção 

e progressão de lesões com potencial de malignização ou malignas (LPMM) (Saba 

et al.90, 2015; Shrotriya et al.97, 2015). A citoproteção envolve agentes e mecanismos 

quimiopreventivos contra à citotoxicidade renal e hepática (Mohan et al.67, 2016; 

Viswanadha et al.114, 2011). 

O óxido de 4-nitroquinolina (4-NQO) e seu metabólito reduzido 4-

hidroxiaminoquinolina-1-óxido (4-HAQO) produzem ligações covalentes em 

macromoléculas como ácidos nucléicos e proteínas, além de induzir mutações e 
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estresse oxidativo pela formação de hidrocarbonetos policíclicos, algumas vezes 

também induzindo toxicidade renal e hepática (Mohan et al.67, 2016; Sun et al.104, 

2010; Tada, Tada107, 1975; Viswanadha et al.114, 2011). Estas características 

associadas ao fato de que esta substância mimifica lesões orais iniciais e 

avançadas, presentes no desenvolvimento de carcinomas orais em humanos, 

caracterizam este modelo como “ideal” para o estudo de agentes quimiopreventivos 

na fase 0 (pré-clínica) do ensaio clínico (Reid et al.87, 2011). 

Os monoterpenos estão presentes em óleos essenciais de plantas e são 

denominados de quimiotipos (Gershenzon, Dudareva35, 2007; Groot, Schmidt38, 

2016). O álcool perílico e limoneno, classificados como quimiotipos, foram 

recentementes estudados em tratamentos clínicos contra câncer em humanos 

(ensaios clínicos de fase II) (Sobral et al.100, 2014). 

O terpinen-4-ol (TP-4-ol) tipo I constitui de 30 a 48% dos quimiotipos 

derivados dos óleos da Melaleuca alternifólia (Tea Tree Oil – TTO – ISO) (Groot, 

Schmidt38, 2016), mas também está presente em óleos de laranjeira, tangerineira, 

limoeiro, cedro e pimenteira (Pino et al.84, 2003). 

Algumas características do TP-4-ol já foram descritas em estudos in vitro e in-

vivo, tais como: bactericida geral e oral (Budzyńska et al.13, 2011; Cha et al.18, 2007; 

Yang et al.120, 2011), antifúngica (Mertas et al.66, 2015), antiparasitária (Baldissera et 

al.8, 2016), antivirótica (Garozzo et al.32, 2011), relaxante da musculatura lisa 

vascular (Maia-Joca et al.62, 2014), hipotensiva (Lahlou et al.55, 2003), 

anticonvulsivante (Nóbrega et al.74, 2014), anti-inflamatória (Bakkali et al.9, 2008) e 

antioxidante (Barra et al.11, 2007). Além disso, observamos o potencial 

quimiopreventivo em trabalhos que relataram atividade anticancerígena (Shapira et 

al.95, 2016; Wu et al.118, 2012). 

Shapira et al.95 (2016) e Wu et al. 118 (2012) em estudo in vitro e in vivo com 

exposição à 0,005-0,01% e 0,06-0,1% de TP-4-ol, verificaram atividade 

anticancerígena por indução de apoptose contra células de tumores de coloretais 

humanas e células pequenas de tumores pulmonares de camundongos. Os autores 

relataram que a indução de apoptose ocorreu pela via intrínseca mitocondrial na 

fase sub-G1 da divisão celular, mas que também ocorreu a indução de necrose e 

inibição da proliferação celular na fase G2 ou mitótica da divisão celular. 

Utilizando modelos de xenoenxertos, os autores também relataram que a 

administração sistêmica de 4mg de TP-4-ol (sem relato de via de administração), 2 
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vezes por semana durante 3 semanas e 0,1% (100μL) via intravenosa, diariamente, 

durante 18 dias, apresentaram redução de mais de 70% do volume e peso tumoral, 

induzindo apoptose e inibindo proliferação celular, sem apresentar quaisquer efeitos 

adversos (Shapira et al.95, 2016; Wu et al. 118, 2012). 

Entretanto, embora o modelo de xenoenxerto propicie dados sistêmicos 

importantes, o uso de animais imunossuprimidos e de tumores clonais nos diferentes 

animais do estudo limita a extrapolação dos resultados tornando-os específicos para 

as células analisadas e suprimimem os efeitos do sistema imunológico no tratamento 

realizado. 

O modelo de quimioprevenção em ratos oncologicamente induzidos por 4-

NQO propicia um salto na análise, pois induz o surgimento de carcinomas por 

oxidação do material genético, de maneira semelhante ao que é observado em 

humanos, aumentando a variabilidade genética dos tumores formados. Além disso, o 

acampanhamento gradual dos animais permite a análise de parâmetros biométricos 

(Shrotriya et al.98, 2015), bioquímicos (Viswanadha et al.114, 2011), macroscópicos 

(Grawish et al.37, 2011; Piña-Zentella et al.83, 2016; Salama et al.91, 2012; Shuvy et 

al.99, 2011) e microscópicos (Gautam et al.34, 2014). Sendo assim, ao instituirmos 

um tratamento, permite acompanhar os efeitos quimiopreventivos e/ou citoprotetores 

sobre a indução carcinogênica lingual e possível toxicidade renal ou hepática 

(Mohan et al.67, 2016; Nauta et al.73, 1995; Suzuki et al.105, 2006).  

Como visto, a associação das análises de parâmetros biométricos, 

bioquímicos, macroscópicos e microscópicos permite a construção de um quadro 

geral de exposição à substância experimental. 

 Do ponto de vista farmacodinâmico, o TP-4-ol foi descrito como de duração 

prolongada com estabilidade de concentração à temperatura de 25ºC por 24 horas e 

meia-vida plasmática de 2 horas e 20 minutos (Chooluck et al.19, 2013). 

Sendo assim, considerando os resultados anteriormente relatados em 

estudos in vitro e in vivo (Shapira et al.95, 2016; Wu et al.118, 2012), o objetivo de 

nosso estudo foi avaliar o TP-4-ol quanto às propriedades quimiopreventivas sobre 

LPMM de língua e citoprotetoras ou citotóxicas sobre o fígado e rim de ratos 

quimicamente induzidos por 4-NQO. Além disso, avaliamos o TP-4-ol quanto ao seu 

potencial indutor de hepato e nefrotoxicidade em ratos saudáveis. 
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7 CONCLUSÃO 

 

As doses testadas demonstraram eficácia quimiopreventiva contra o 

desenvolvimento carcinogênico induzido por 4-NQO. A concentração de 0,0035g/Kg 

de TP-4-ol demonstrou menor número de lesões fundamentais na análise 

macroscópica, menor número de alterações histopatológicas em diferentes regiões 

da língua dos ratos, menor número de alterações displásicas leves e menor risco de 

malignização da displasia moderada com menor perda de polaridade das células 

basais, ausência de cristas epiteliais em forma de gota, ausência de mitoses 

atípicas, ausência de anisonucleose, redução de pleomorfismo nuclear e redução de 

células com relação núcleo/citoplasma aumentada. Além disso, foi capaz de reduzir 

o número de carcinomas linguais em relação ao grupo controle positivo. Essa 

redução ocorreu em carcinoma in situ, micro-invasivo e invasivo.  

A concentração de 0,035g/Kg de TP-4-ol também demonstrou capacidade de 

reduzir o efeito carcinogênico de 4-NQO. Essa concentração reduziu o número de 

alterações histopatológicas em varias regiões da língua dos animais previamente 

submetidos ao carcinógeno 4-NQO, reduzindo o número de lesões hiperplásicas, o 

número geral de lesões displásicas (leve + moderada + grave) e a presença de 

lesões displasicas moderadas na região de dorso lingual. Do mesmo modo, reduziu 

o risco de malignização das displasias moderadas em relação ao controle positivo, 

evidenciada com menor presença de anisonucleose. Essa dose também foi capaz 

de reduzir a presença de carcinomas in situ. 

Por outro lado, evidenciamos alterações toxicológicas de 4-NQO e das doses 

testadas, tanto em parâmetros bioquímicos quanto histopatológicos.  

O 4-NQO foi capaz de alterar os resultados bioquímicos de ALT, ALP, uréia e 

creatinina. Além disso, o 4-NQO foi capaz de produzir alterações histopatológicas 

leves nos rins.  

A concentração de 0,035g/Kg de TP-4-ol nos animais apenas expostos a essa 

substância produziu aumento nos resultados bioquímicos de ALT, ALP, uréia e 

creatinina. Inclusive tendo resultados superiores aos obtidos pelo grupo 4-NQO em 

ALP e uréia. Essa concentração também demonstrou alterações histopatológicas 

leves nos rins.  

A concentração de 0,0035g/Kg de TP-4-ol nos animais expostos 

exclusivamente a essa substância, alterou os parâmetros bioquímicos de ALP e 
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creatinina, mas demonstrou capacidade de reduzir os efeitos bioquímicos da prévia 

exposição ao 4-NQO em ALT, ALP, uréia e creatinina. Entretanto, as análises 

histopatológicas renais demonstraram presença de citotoxicidade leve a moderada, 

essa última, em maior número e estatisticamente diferente do controle negativo. 

Nesse grupo observamos ductos distais necróticos, ductos proximais necróticos, 

glomérulos necróticos, acúmulo de pigmento intracelular amarelado e acúmulo de 

pigmento amarelado intraglobular.  
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