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Carneiro Neto JN. Analise do efeito quimiopreventivo, citoprotetor e citotdéxico do
terpinen-4-ol em ratos saudaveis e oncolégicos de lingua, hepatopatas e nefropatas
induzidos por oxido de 4-nitroquinolina [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

O terpinen-4-ol (TP-4-ol) € um monoterpeno que constitui de 30-48% dos
quimiotipos de 6leos essenciais de plantas, como a Melaleuca alternifdlia, laranjeira,
pimenteira entre outras, apresentando propriedade anti-inflamatéria, anticancerigena
entre outras, caracterizadas como agentes quimiopreventivos e citoprotetores,
respectivamente, contra as lesées com potencial de malignizagdo e/ou malignas
(LPMM) de lingua e as hepato ou nefrotoxicidade. Sendo assim, o objetivo de nosso
estudo foi avaliar o TP-4-ol quanto as propriedades quimiopreventivas sobre LPMM de
lingua e citoprotetoras ou citotdxicas sobre o figado e rim de ratos quimicamente induzidos
por 6xido de 4-nitroquinolina (4-NQO). Além disso, avaliamos o TP-4-ol quanto ao seu
potencial indutor de hepato e nefrotoxicidade em ratos saudaveis. Os 64 ratos foram
divididos aleatoriamente para o experimento de 16 semanas, nos grupo 1 ratos
saudaveis ou grupo 2 ratos oncoldgicos de lingua (n=8) e os grupos de intervengdes
com [g/Kg de TP-4-ol] ratos saudaveis tratados [0,035] do grupo 3 e [0,0035] grupo
4, ratos oncoldgicos tratados [0,035] do grupo 5 e [0,0035] grupo 6 (n=12). Foram
analisados os parametros biométricos (peso do corpo, lingua, figado e rim; consumo
de agua e ragado); bioquimicos do figado (alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, fosfatase alcalina) e rim (ureia e creatinina); macroscopicos da
lingua (tamanho e lesdes fundamentais), figado e rim (tamanho); e microscépicos da
lingua (alteragdes histopatoldgicas, risco de malignizacdo da displasia moderada,
invasdo tumoral e infiltrado inflamatério), figado e rim (alteragdes citotéxicas). Os
resultados foram comparados entre médias e desvio-padrao por ANOVA com nivel
de significancia de 5%. As anadlises dos 63 ratos demonstraram aumento do peso
corporal e consumo de agua com 0,0035g/Kg de TP-4-ol do grupo 6, que também
reduziu os parametros Dbioquimicos, lesbes fundamentais, alteragdes
histopatolégicas, o alto risco de malignizagao, carcinoma lingual em mais de 70% (in
situ, micro-invasivo e invasivo) e o infiltrado inflamatério. A dose de 0,035g/Kg de
TP-4-ol do grupo 3 é toxica nos parametros analisados com excegdo do
microscopico do figado. Conclui-se que o TP-4-ol é eficaz na quimioprotecao
(0,035/0,0035g/Kg - quimioprevencao) de lesdes com potencial de malignizacao
e/ou malignas de lingua, citoprotetora (0,0035g/Kg) de hepato e nefrotoxicidade de
ratos oncolégicos e indutora de leve nefrotoxicidade (0,035g/Kg) em ratos
saudaveis.

Palavras-chave: Neoplasias da lingua. 4-Nitroquinolina-1-Oxido. 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 [Dissertacdo 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-4-0l] 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.
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1 INTRODUGAO

Atualmente, o cancer de cabeca e pescogo (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 populagcdo mundial
(Bray et al.'?, 2012; International Agency for Research on Cancer, World Health
Organization®, 2012).

Dentre eles, o carcinoma de lingua representa 70% dos CEC de cavidade oral
em adultos, com um recente aumento na incidéncia em jovens (Patel et al.”®, 2011;
Toporcov et al.'", 2015). Na maioria das vezes, esses tumores sdo diagndsticados
em estadios avancgados lll e IV (Krishnatreya et al.>®, 2015) e a sobrevida em 5 anos
apresenta-se em torno de 78% para regido posterior e 61% para regiao anterior da
lingua (Garzino-Demo et al.*®, 2016).

Devido ao frequente diagndstico avangado, os tratamentos costumam ser
complexos, multidisciplinares e de altos custos, envolvendo cirurgia, radioterapia e
por vezes a quimioterapia. Essa ultima, por vezes, levando o paciente a apresentar
comorbidades sistémicas que afetam rins e figado (Divi et al.?", 2016).

Na ultima década, as novas modalidades de tratamento do cancer avangado
de lingua produziram pouco efeito no progndstico dos pacientes. Por consequéncia,
retornou-se a implementagdo de tratamentos quimiopreventivos de baixo custo e
eficazes em estadios iniciais da doenga (He et al.*’, 2016). Nesta vertente, estudos
tentam identificar novas opcbdes de tratamento, utilizando compostos naturais
(Bundela et al.™, 2015) que apresentam boa aceitagdo e sensagdo de seguranca
para a maioria dos pacientes oncologicos (Saba et al.®®, 2015; William,
Papadimitrakopoulou'"’, 2013).

A quimioprevengao pode ser realizada com agentes naturais, consistindo de
um mecanismo de controle, regressao ou interrupgao na fase de iniciagdo, promogao
e progressao de lesdes com potencial de malignizagdo ou malignas (LPMM) (Saba
et al.®°, 2015; Shrotriya et al.%”, 2015). A citoprotecdo envolve agentes e mecanismos
quimiopreventivos contra a citotoxicidade renal e hepatica (Mohan et al.®’, 2016;
Viswanadha et al.'™, 2011).

O oOxido de 4-nitroquinolina (4-NQO) e seu metabdlito reduzido 4-
hidroxiaminoquinolina-1-6xido  (4-HAQO) produzem ligacbes covalentes em

macromoléculas como acidos nucléicos e proteinas, além de induzir mutacdes e
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estresse oxidativo pela formagédo de hidrocarbonetos policiclicos, algumas vezes
também induzindo toxicidade renal e hepatica (Mohan et al.®”, 2016; Sun et al."®,
2010; Tada, Tada'’’, 1975; Viswanadha et al.'™ 2011). Estas caracteristicas
associadas ao fato de que esta substancia mimifica lesbes orais iniciais e
avangadas, presentes no desenvolvimento de carcinomas orais em humanos,
caracterizam este modelo como “ideal” para o estudo de agentes quimiopreventivos
na fase 0 (pré-clinica) do ensaio clinico (Reid et al.®”, 2011).

Os monoterpenos estao presentes em Oleos essenciais de plantas e sao
denominados de quimiotipos (Gershenzon, Dudareva®, 2007; Groot, Schmidt®®,
2016). O Aalcool perilico e limoneno, classificados como quimiotipos, foram
recentementes estudados em tratamentos clinicos contra cancer em humanos
(ensaios clinicos de fase II) (Sobral et al.'®, 2014).

O terpinen-4-ol (TP-4-ol) tipo | constitui de 30 a 48% dos quimiotipos
derivados dos 6leos da Melaleuca alternifélia (Tea Tree Oil — TTO — ISO) (Groot,
Schmidt38, 2016), mas também esta presente em o6leos de laranjeira, tangerineira,
limoeiro, cedro e pimenteira (Pino et al.?*, 2003).

Algumas caracteristicas do TP-4-ol ja foram descritas em estudos in vitro e in-
vivo, tais como: bactericida geral e oral (Budzyniska et al.”>, 2011; Cha et al."®, 2007;
Yang et al."®®, 2011), antifingica (Mertas et al.®®, 2015), antiparasitaria (Baldissera et
al.®, 2016), antivirética (Garozzo et al.*?, 2011), relaxante da musculatura lisa
vascular (Maia-Joca et al.®?, 2014), hipotensiva (Lahlou et al.>®, 2003),
anticonvulsivante (Ndbrega et al.”*, 2014), anti-inflamatoria (Bakkali et al.?, 2008) e
antioxidante (Barra et al.'', 2007). Além disso, observamos o potencial
quimiopreventivo em trabalhos que relataram atividade anticancerigena (Shapira et
al.®®, 2016; Wu et al.”*®, 2012).

Shapira et al.** (2016) e Wu et al. ''® (2012) em estudo in vitro e in vivo com
exposicao a 0,005-0,01% e 0,06-0,1% de TP-4-ol, verificaram atividade
anticancerigena por indugdo de apoptose contra células de tumores de coloretais
humanas e células pequenas de tumores pulmonares de camundongos. Os autores
relataram que a inducdo de apoptose ocorreu pela via intrinseca mitocondrial na
fase sub-G4 da divisdo celular, mas que também ocorreu a indugao de necrose e
inibicao da proliferagao celular na fase G, ou mitética da divisao celular.

Utilizando modelos de xenoenxertos, os autores também relataram que a

administracao sistémica de 4mg de TP-4-ol (sem relato de via de administragao), 2
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vezes por semana durante 3 semanas e 0,1% (100pL) via intravenosa, diariamente,
durante 18 dias, apresentaram reducao de mais de 70% do volume e peso tumoral,
induzindo apoptose e inibindo proliferagcao celular, sem apresentar quaisquer efeitos
adversos (Shapira et al.*°, 2016; Wu et al. '8, 2012).

Entretanto, embora o modelo de xenoenxerto propicie dados sistémicos
importantes, o uso de animais imunossuprimidos e de tumores clonais nos diferentes
animais do estudo limita a extrapolagao dos resultados tornando-os especificos para
as células analisadas e suprimimem os efeitos do sistema imunolégico no tratamento
realizado.

O modelo de quimioprevengdo em ratos oncologicamente induzidos por 4-
NQO propicia um salto na analise, pois induz o surgimento de carcinomas por
oxidacdo 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 analise de parametros biométricos
(Shrotriya et al.®®, 2015), bioquimicos (Viswanadha et al."**, 2011), macroscdpicos
(Grawish et al.*”, 2011; Pifia-Zentella et al.®®, 2016; Salama et al.®', 2012; Shuvy et
al.®, 2011) e microscopicos (Gautam et al.**, 2014). Sendo assim, ao instituirmos
um tratamento, permite acompanhar os efeitos quimiopreventivos e/ou citoprotetores
sobre a indugédo carcinogénica lingual e possivel toxicidade renal ou hepatica
(Mohan et al.?”, 2016; Nauta et al.”®, 1995; Suzuki et al.'®, 2006).

Como visto, a associacdo das analises de parametros biométricos,
bioquimicos, macroscoépicos e microscopicos permite a construcdo de um quadro
geral de exposigao a substancia experimental.

Do ponto de vista farmacodinamico, o TP-4-ol foi descrito como de duragao
prolongada com estabilidade de concentracédo a temperatura de 25°C por 24 horas e
meia-vida plasmatica de 2 horas e 20 minutos (Chooluck et al."®, 2013).

Sendo assim, considerando os resultados anteriormente relatados em
estudos in vitro e in vivo (Shapira et al.®*, 2016; Wu et al.’'®, 2012), o objetivo de
nosso estudo foi avaliar o TP-4-ol quanto as propriedades quimiopreventivas sobre
LPMM de lingua e citoprotetoras ou citotéxicas sobre o figado 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 saudaveis.
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7 CONCLUSAO

As doses testadas demonstraram eficacia quimiopreventiva contra o
desenvolvimento carcinogénico induzido por 4-NQO. A concentragéo de 0,0035g/Kg
de TP-4-ol demonstrou menor numero de lesdes fundamentais na analise
macroscopica, menor numero de alteragdes histopatoldgicas em diferentes regides
da lingua dos ratos, menor numero de alteragdes displasicas leves e menor risco de
malignizagcao da displasia moderada com menor perda de polaridade das células
basais, auséncia de cristas epiteliais em forma de gota, auséncia de mitoses
atipicas, auséncia de anisonucleose, reducido de pleomorfismo nuclear e redugao de
células com relagao nucleo/citoplasma aumentada. Além disso, foi capaz de reduzir
0 numero de carcinomas linguais em relacdo ao grupo controle positivo. Essa
reducdo ocorreu em carcinoma in situ, micro-invasivo e invasivo.

A concentragao de 0,035g/Kg de TP-4-ol também demonstrou capacidade de
reduzir o efeito carcinogénico de 4-NQO. Essa concentragdo reduziu o numero de
alteragcbes histopatoldgicas em varias regides da lingua dos animais previamente
submetidos ao carcindégeno 4-NQO, reduzindo o numero de lesdes hiperplasicas, o
numero geral de lesdes displasicas (leve + moderada + grave) e a presenga de
lesdes displasicas moderadas na regido de dorso lingual. Do mesmo modo, reduziu
o risco de malignizacédo das displasias moderadas em relagdo ao controle positivo,
evidenciada com menor presenca de anisonucleose. Essa dose também foi capaz
de reduzir a presenca de carcinomas in situ.

Por outro lado, evidenciamos alteragdes toxicolégicas de 4-NQO e das doses
testadas, tanto em parametros bioquimicos quanto histopatolégicos.

O 4-NQO foi capaz de alterar os resultados bioquimicos de ALT, ALP, uréia e
creatinina. Além disso, 0 4-NQO foi capaz de produzir alteragbes histopatoldgicas
leves nos rins.

A concentracao de 0,035g/Kg de TP-4-ol nos animais apenas expostos a essa
substancia produziu aumento nos resultados bioquimicos de ALT, ALP, uréia e
creatinina. Inclusive tendo resultados superiores aos obtidos pelo grupo 4-NQO em
ALP e uréia. Essa concentragdo também demonstrou alteragbes histopatoldgicas
leves nos rins.

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

exclusivamente a essa substancia, alterou os pardmetros bioquimicos de ALP e
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creatinina, mas demonstrou capacidade de reduzir os efeitos bioquimicos da prévia
exposicao ao 4-NQO em ALT, ALP, uréia e creatinina. Entretanto, as analises
histopatoldgicas renais demonstraram presenga de citotoxicidade leve a moderada,
essa ultima, em maior numero e estatisticamente diferente do controle negativo.
Nesse grupo observamos ductos distais necroticos, ductos proximais necroticos,
glomérulos necroticos, acumulo de pigmento intracelular amarelado e acumulo de

pigmento amarelado intraglobular.
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