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RESUMO

Alcool perilico (AP) ¢ um monoterpeno com efetiva ac&o quimioterapéutica em tumores pancreaticos,
mamarios e hepaticos induzidos em animais. O AP induz apoptose e promove diferenciagdo em
células tumorais, sem afetar células normais. O AP vem sendo testado nas fases | e Il de ensaios
clinicos em pacientes portadores de neoplasias recidivantes.

Analisamos os efeitos do AP em proliferacdo, alteragdes morfolégicas e sintese de proteinas de
linhagens humanas de glioblastomas.
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ABSTRACT

Effects of perillyl alcohol on proliferation, cell morphology and protein synthesis of human
glioblastoma cell cultures

The monoterpene perillyl alcohol (POH) is an effective chemotherapeutic agent for pancreatic, breast
and liver cancer induced in animals. POH is active in inducing apoptosis in tumor cells without affecting
normal cells and can revert cells back to a differential state. There are studies in Phase | and Phase Il of
POH in patients with advanced and refractory malignancies.

The purpose of this study is to evaluate the effects of POH on proliferation, changes on cell morphology
and synthesis of proteins, of human cultures glioblastoma cell lines.
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Introducéo

O glioblastoma multiforme (GBM) é o tumor
astrocitico com maior grau de malignidade, sendo
composto de astrécitos neopléasicos pobremente
diferenciados com areas de proliferacdo vascular e/ou
necrose. O GBM afeta adultos com maior freqiéncia
e se localiza preferencialmente nos hemisférios
cerebrais. De acordo com o sistema St. Anne/Mayo,

esses tumores s8o considerados neoplasias grau 1V,
devendo preencher trés ou quatro critérios histo-
patol6gicos, tais como: atipia nuclear, atividade
mitdtica, proliferagdo microvascular e/ou necrose” e
correspondem ao grau |1V da classificac8o da Orga-
nizagdo Mundial da Salide". A incidénciados GBM é
de 12% a 15% entre todas as neopl asiasintracranianas
e de 50% a 60% entre os tumores astrociticos®. Podem
desenvolver-se a partir de astrocitoma de baixo grau

* Professor Adjunto, Servigo de Neurocirurgia, Hospital Universitério Anténio Pedro, Departamento de Cirurgia Geral e Especializada, Faculdade
de Medicina, Centro de Ciéncias Médicas, Universidade Federal Fluminense, Niter6i, RJ, Brasil.
**Professora Titular, Departamento de Biologia Celular e Molecular, Instituto de Biologia, Universidade Federal Fluminense, Niter6i, RJ,

Brasil.

*** Professora Adjunta, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Laboratério de Controle da Expressao Génica, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Centro de Ciéncias da Salide.



Arq Bras Neurocir 22(3-4): 56-62, 2003

difuso, ou a partir dos astrocitomas anaplésicos,
gerando os chamados glioblastomas secundarios;
porém, com maior freqiiéncia, manifestam-se apdsuma
histéria clinica de curta duragdo, sem evidéncia de
lesdo precursora com menor grau de malignidade,
constituindo os glioblastomas primarios ou glioblas-
toma“de novo”%.

Estudos evidenciam que os subtipos de GBM
evoluem por meio de transformagdes genéticas,
afetando pacientes em variadas faixas etarias,
diferenciando-se provavel mente quanto ao progndstico
e aresposta aterapiainstituida®®. A presenca de GBM
com alteragdes genéticas distintas tem sido postulada
com base em diferentes combinages de mutacdes do
p53, perda de heterogozidade (L OH) no cromossoma
17 e amplificag&o do receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR)?. A amplificacdo do EGFR ocorre
com maior freqiéncia em pacientes idosos sem perda
de LOH na regido do cromossoma 17p?. Estudos
caracterizaram GBM primari os como tumores com mu-
tacBes ausentes do p53, mas com amplificacdo do
EGFR e perda da LOH do cromossoma 10, e GBM
secundarios como neoplasias com mutagdes em p53 e
LOH do cromossoma 17%. Essaassertivafoi endossada
em estudos'®? em que autores analisaram as mutacGes
do p53 e a superexpressdo do EGFR, em bidpsias de
GBM primario (“de novo”), com evolucéo clinicaem
periodo inferior atrés meses, e GBM secundario, com
histéria clinica de longa duracdo, e que mostraram
evidéncias nos exames histol 6gicos, da progresséo de
astrocitomaanapl asico. Eles concluiram apés analises
das sequéncias de DNA que as mutacBes do p53 eram
pouco frequientesem GBM primérios (10%) e presentes
nos GBM secundéarios (71%); em contraste, a
imunorreatividade para EGFR prevaleceu nos GBMs
primérios (58 %), mas erararanos GBMs secundarios
(6%). A associacao entre aamplificacdo do EGFR e a
delecdo do gene CDKN2 também tem sido relatada.
Embora as mutac6es do p53 sejam uma caracteristica
de GBM secundarios, essa alteracdo também é
encontradaem alguns GBM primérios, incluindo GBM
de células gigantes?. A superexpressao do gene
MDM2 é freqlente nos GBM primarios (52 %), mas
raro nos GBM secundéarios (11%). Nos GBM
primarios também é comum encontrar delecdo de p16.
Os GBM de células gigantes, uma variante rara de
GBM, sdo caracterizados pel o aparecimento decélulas
gigantesmultinucl eadas, tendo como alteracéo genética
caracteristica as mutagdes frequentes do p53 e afalta
de EGFR superexpresso. Os GBM de tronco cerebral
podem se desenvolver “de novo” ou seoriginar de as-
trocitomas com menor grau de malignidade. As
alteracOes genéticas normalmente exibidas nesses
tumores sdo: mutagdes do p53 eafaltade amplificacéo
do EGFRZ.

Tratamento neurooncologico dos
glioblastomas

O tratamento dos gliomas malignos do sistema
nervoso central (SNC) é efetuado atualmente com
ablac&o cirlrgica, radioterapia e/ou quimioterapia.
Porém, os resultados obtidos estdo aquém de satis-
fatdrios, com tempo de sobrevidados pacientesinferior
a um ano. Avangos em pesquisa béasica tém propor-
cionado profundos conhecimentos dafisiopatologiade
muitas formas de neoplasias e oferecido expectativas
para o desenvolvimento de novos medicamentos com
atuacao especificae seletival®®, A correnteterapéutica
antineoplasica convencional, através de agentes
alquilantes, tem como mecanismo de ac¢&o atingir
macromoléculas vitais como o DNA, ou as vias do
metabolismo celular, que sdo criticas tanto para as
células normais como para as células neoplasicas e,
como resultado do tratamento, causam muitos efeitos
potencialmente toxicos e indesegjaveis. A maioria das
drogas antineoplésicas produz efeitos citotdxicos
guando atua interferindo nos estagios da sintese,
ou quando atua na fungdo vital dos écidos nucléicos,
DNA e RNA. Nos ultimos anos, a radioterapia para
tumores do sistema nervoso central tem tido uma
funcdo consideravel, proporcionando o prolongamento
dasobrevida, aregressdo dos déficits neurolégicosea
mel horada quali dade de vida dos pacientes portadores
dessasneoplasias. | sso seaplicatanto paraasneoplasias
malignas primarias como paraas metastases e algumas
| esGes hi stol ogi camente benignas®. Osgliomasdealto
grau geralmente mantém um progndstico ruim tanto
para pacientes adultos quanto para criangas. 1sso
sempre € levado em consideragdo quando doses de
radioterapia sdo recomendadas, porque, quando doses
relativamente altas sdo usadas natentativade conseguir
acuraou aumento dasobrevida, sempre existeum alto
risco de complicag&o. Entre as complicagdesrel atadas
do tratamento radioterépico para os tumores do SNC,
sdo citadas a radionecrose, as lesdes do nervo e do
quiasma opticos, as lesdes da medula espinhal, a
disfuncao hipotéamo-hipofisariae, maistardiamente,
o déficit intelectual®.

Efeitos quimioterapéuticos do
monoterpeno alcool perilico

O processo de divisdo das células tumorais e das
células saudaveis € idéntico; portanto, o melhor
caminho parainibir aproliferacdo de células cancerosas
ndo é destruindo suas propriedades estruturais, mas
normalizando o sinal que dirige 0 seu crescimento
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desordenado, que provém dainstabilidade genética, da
expressdo anormal de genes, da transducéo anormal
do sinal, da comunicacdo anormal intercelular e da
formacgdo da angiogénese.

Os compostos naturais, produtos derivados da dieta
corrente, e que possuem propriedades quimiopreventivas
equimioterapéuticas, tém despertado grandeinteresse no
estudo de pesquisadores, porque sao agentes que podem
ser encontrados habitualmente, de baixo custo e debaixa
toxicidade. Um exempl o desses compostos naturais com
propriedades antimitéti cas que estdo sendo estudados nos
Ultimos anos sdo 0s monoterpenos. Terpenos sao
hidrocarbonetos de origem natural, produzidos a partir
de unidadesisoprénicas ativadas. Classificam-se quanto
a0 nimero de unidades isoprénicas em: monoterpenos
(10 &omos de carbono), sesquiterpenos (15 aomos de
carbono), triterpenos (30 atomos de carbono) e
tetraterpenos (40 &omos de carbono).

O dcool perilico (AP), também chamado p-metha-
1,7-dieno-6-01 ou 4-isopropenyl ciclo-hexenecarbinal,
€ um monoterpeno encontrado nos 6leos essenciais de
lavanda, horteld, salva, cerejas, limdo, bergamota
selvagem, gengibre e sementes de aipo, que tem acdo
nainibicéo seletiva daisoprenilacdo apos traducéo da
proteina Ras®?. Estudos em animais tém mostrado que
0 AP é um poderoso agente quimioterapico, por seus
efeitos farmacol6gicos, na regressdo de tumores de
mama'?, pancredticos®, hepéticos®, prostéticos', e
agente quimiopreventivo para tumores de célon®,
melanomas' e neuroblastomas®. A atividade antitu-
moral do acool perilico pode ser devida, em parte, a
suacapacidade em inibir aisoprenilacdo apdstraducéo
de pequenas proteinas G, tal como a Ras, que tem
importante papel natransducéo do sinal, estando super
expressa Nos processos neoplasicos e associada ao
crescimento celulari®’2,

O processo de sinalizacédo das vias mitégenas é
iniciado quando os oncogenes ativam ajuncao de um
receptor de superficie, como a proteinatirosinacinase
(PTK) que, através da liberacéo de energia, estimulaa
membranade juncdo daproteina Ras. Essa associacao
impulsionaa cascata de serina-threonina-quinase (Raf),
do mitégeno-ativado-quinase (MEK), culminando na
intensificacdo do mitdgeno-ativado-proteina-quinase
(MAPK), que entdo se move em direcdo ao nucleo
onde, pela forforilacdo dos fatores de transcricéo,
modulam a expressao de uma extensa série de genes
envolvidos no crescimento e na sobrevida da célula
As mutacdes ou as alteraces na expressao de cada
moléculadessavialevam aumaativacdo desordenada,
estando diretamente associadas com a iniciacéo e a
progressado do processo neopl asico®.

A proteina Ras também funciona como iniciadora
de outras reagtes em cadeia para transducéo do sinal,
incluindo a ativag&o das proteinas cinases fosfatidyli-

nositol (PI- cinase) edaproteinacinase C (PKC). Uma
vez que a proteina Ras esta superexpressa em um
grande nimero de neoplasias, exercendo um papel
importante nas multiplas reacdes em cascata para
transducgdo do sinal, ainibicdo da acdo da Ras é agora
considerada uma importante meta na pesquisa para o
tratamento do cancer. Além disso, ainibi¢do da acdo
da Ras é importante porque essa proteina, via
estimulagdo da MAPK, induz a expressdo do gene
MDM2 cuja proteina atua inibindo a atividade
supressora tumoral da proteina p53. Portanto, a
atividade da Ras reduz a capacidade da proteina p53
de induzir apoptose nas células cancerigenas.
A alteracdo da transducéo do sinal causada pela Ras
resulta naateragdo da expressdo génica’.

Em nossos experimentos prévios, demonstramos
gue o AP nas concentragdes de 30% a 0,03% tem acéo
inibitéria na proliferacdo celular, e em concentracdes
de0,3%€e0,03% inibeamigracdo celular em linhagens
de glioblastoma murino C6*.

Material e métodos

Cultura de células

Linhagens de glioblastomas humanos U87 e A172
foram gentilmente fornecidas pelo Dr. Herbert H.
Engelhard da University of Illinois at Chicago. As
células cresceram como monocamadas em garrafas de
60 cm? em ambientede CO, a37° C. O meio decultura
foi o Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
com suplemento de 0,2 mM de aminoécidos, penicilina
100 Ul/mL, estreptomicina100 mg/mL e anfoterecina
B 2,5 mg/mL.

Contagem das células

Células em monocamadas foram trypisinizadas,
ressuspensas em meio DMEM e contadas em camara
de Neubauer, e o tratamento foi realizado de acordo
com o protocol o abaixo.

Tratamento das células

CélulasU87 e A172 foram incubadas por 24 horas
em temperatura de 37°C com meio DMEM em
diferentes concentracfes (30%, 3%, 0,3%, 0,03%,
0,003% e 0,0003%) de & cool perilico (Sigma) parao
ensaio de MTT.
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N 0ssos experimentos anteriores demonstraram que
0 AP nas concentracdes de 30% a 0,3% possuli
acentuado efeito inibitorio daproliferacdo celular, em
linhagens de glioblastomahumanos, U87 eA172. Para
efetuar nossos estudos de morfologia e viabilidade
celular e sintese de proteinas fixamos a concentracéo
de 0,3%.

Tratamento de linhagens de glioblastoma
U87 e A172 para estudo da viabilidade
celular pelo azul de tripano

Para este ensaio, 5 x 10° células foram mantidas
em meio DMEM-F12 em garrafa média. A adicéo do
AP deu-se na concentracdo de 0,3%, tendo sido usado
0 volume de 15 microlitros. Adicionamos azul de
tripano no mesmo volume. Procedemos a andlise
cinética das alteracBes das células causadas pelo
tratamento, com microfotografias em 100 vezes de
aumento. A viabilidade das células ndo tratadas foi de
100%, enquanto as células tratadas pelo AP mostram
intenso sofrimento apds 15 minutos e tornam-se
inviaveis apés 30 minutos.

Tratamento de linhagens de glioma U87 e
A172 com alcool perilico em concentragao
de 0,3%, para estudo da morfologia celular

Neste experimento, 5 x 10° células de glioma C6,
U87 e A172 foram cultivadas em meio de cultura
DMEM-F 12, acrescido de soro fetal bovino a 10%,
durante 24 horas deincubagdo a37° C com 5% de CO,,
em placa de 6 pocos. Como controle, foram mantidas
células de cada linhagem, em meio de cultura sem
tratamento. O tratamento com o AP foi realizado
adicionando adroga naconcentracdo de 0,3 % v/v, em
meio de culturacontendo as células aserem estudadas.
O periodo detratamento foi de 2 horas. Monocamadas
das células-alvo, em meio de cultura nos pogos-con-
trole, e nos pocos contendo células tratadas com AP,
foram fotografadas com microscopio éptico invertido
NIKON TMS, para registrar as alteragdes na mor-
fologia celular induzidas pelo tratamento.

Tratamento de linhagens de glioma U87 e
A172 com alcool perilico em concentracao
de 0,3% vl/v, para estudo da morfologia
celular em ensaio com azul de tripano

ApGs visualizarmos as ateragdes da morfologia
celular com otratamento do APa0,3% v/v, procedemos
novo experimento com a adicdo de azul de tripano,
paraestudarmos suapresencano citoplasmadas células.

Neste experimento, 5 x 10° células de glioma C6,
U87 e A172 foram cultivadas em meio de cultura
DMEM-F 12, acrescido de soro fetal bovino a 10%,
durante 24 horas deincubagéo a 37°C com 5% de CO,,
em placa de 6 pocos. Como controle, foram mantidas
células de cada linhagem, em meio de cultura sem
tratamento. O tratamento com o AP foi realizado
adicionando a droga na concentracdo de 0,3% v/v, em
meio de culturacontendo as células aserem estudadas.
Apés a adicdo de azul de tripano monocamadas das
células-alvo, em meio de culturanos pogos-controle, e
nos pocos contendo células tratadas com AP, foram
fotograf adas com microscépio 6ptico invertido NIKON
TMS, em periodos de 15 minutos, 30 minutos, 45
minutos, 1 hora, 2 horas e 3 horas, para registrar as
alteracdes na morfologia celular induzidas pelo
tratamento. Todos os experimentos foram feitos trés
vezes para a garantia de um resultado acurado.

Estudo do efeito do AP na inibicdo da
expressdo de proteinas, de linhagens de
glioblastoma U87 e A172

Apés observacdo dos efeitos do tratamento do AP
no crescimento de células de glioblastoma murino C6
e de glioblastoma humanos U87 e A172 pelo método
MTT, foi escolhida a concentragdo de 0,3% para
investigar seu efeito nainibicdo dasintese de proteinas
celulares. Paraisso, as célulasforam previamente tra-
tadas com a droga teste.

Manutencéo das células: 5 x 10° células de
glioblastoma U87 e A172 foram cultivadas em meio
de culturaDMEN-F 12 acrescido de soro fetal bovino
a10%, em placas de 24 pocos, e em placas de 6 pogos
em atmosfera de 5% de CO, a 37° C durante 24 horas.

Tratamento das células: na mesma placa, 5 x 10°
células dessas mesmas linhagens foram tratadas com
AP em concentragdo de 0,3% v/v, sendo utilizados 2
pocos para cada linhagem celular submetida ao
tratamento com AP. Apds 1 hora, o meio de culturaeo
meio contendo adrogaforam retirados efeito pulso de
500 microlitros de metionona radioativa na con-
centragdo de 60 microcurie durante 2 horas. Apés esse
periodo, o meio de incorporagdo com metionina
radioativafoi retirado e foram colocados 45 microlitros
detampdo de amostra por meio de pipetaem cada poco.
Este material foi aquecido a100° durante 10 minutose
corridosem gel deproteinas. Posteriormente, as proteinas
celulares foram extraidas com tampé&o de amostra
(Tris-HCI pH 6,8, 62,5 mM SDS 2%,; glicerol 10%;
mercaptoetanol 5%; azul de bromofenol 0,001%). A
preparacao de proteinasfoi fracionadapor el etroforese
em gel de poliacrilamida, segundo Laemmli®®. O gel
obtido foi corado com solugdo de azul de Coomassie
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R-250 e, depois de seco, foi exposto em filme deraio-
X Kodak (X-OMAT K), o qual foi revelado para
obtencéo de auto-radiografia.

Resultados

Em nossos experimentos, o tratamento in vitro do
alcool perilico a 0,3% v/v, adicionado ao meio de
cultura(DMEM-F12) contendo linhagensdeglioblastoma
humano U87 eA172, causou alteragdes damorfologia,
como aretracdo dos prolongamentos das células U87
e A172 e presenca de vacuolos no citoplasma. As
figuras 1 e 2 mostram essas alteracGes morfol dgicas.
As figuras 1A e 2A mostram as células U87 e A172
respectivamente, em confluéncia e ndo tratadas, e as
figuras 1B e 2B mostram as células ap6s 30 minutos
de tratamento.

O tratamento in vitrocom écool perilico a0,3% viv,
em experimentos com azul detripano, evidenciou total

Figura 1A - Célula em confluéncia.

Efeito do tratamento do AP 0,3% na morfologia e viabilidade de célula U87. Anélise pelo azul do tripano.

inibi¢do daproliferacdo e dainviabilidade celular, apds
0 periodo de 30 minutos, em linhagens U87 e A172
(Figura3).

Os experimentos realizados para determinar se o
alcool perilico tem efeito narepresséo daexpressdo de
proteinas celulares, mostrou-se positivo paralinhagens
U87 eAl172 (Figura 4).

Discussao

Asformas detratamento disponiveis até o momento
parao astrocitomamaligno, cirurgia, radioterapiae/ou
guimioterapia, apresentam eficicia bastante limitada
devido a intensa capacidade proliferativa e invasiva
do tumor. Embora a amplificagdo e a sinalizagdo dos
receptores tirosina-cinase (Tkr) contribuam para
patogénese dos astrocitomas, podem contudo servir
como alvo para o desenvolvimento de estratégias de
intervencdo terapéutica®. Estudo recente mostra que
tratamento /in vitro de gliomas com umadrogainibidora

¥,

gura 1B - Células tratad'ashapés 30 minu'tos.

Efeito do tratamento do AP 0,3% na morfologia e viabilidade de célula A172. Analise pelo azul do tripano.

Figura 2A - Célula em confluéncia.
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Figura 2B - Células tratadas apds 30 mi
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Figura 3 — Efeito do tratamento com &lcool perilico em
células de glioblastoma humano U87 e A172, em estudo da
viabilidade com azul do tripano.

68 kD
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Figura 4 - Efeito do tratamento do AP na inibicéo da
expressao de proteinas de células A172.

A - Gel de poliacrilamida evidenciando expressdo de
proteinas em células sem tratamento.

B — Gel de poliacrilamida evidenciando inibi¢do da expressao
de proteinas ap6s 2 horas de tratamento de AP a 0,3%.

C - Padrao de proteinas.
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da enzima hidroximetilglutaril-coenzima A-redutase
(HMG-CoA -redutase) usadarotineiramente paratratar
pacientes com hipercol esterol emia causou apoptose da
célulatumoral®. O mecanismo provével de agdo dessa
droga estd associado & inibicdo da isoprenilagdo de
varios membros da superfamilia das proteinas Ras
determinando a reducdo da proliferagéo celular. Ras,
umadas familias de genes que geralmente apresentam
mutag&o pontual nos tumores humanos é constituida
por trés genes funcionais: H-ras, K-ras e N-ras, que
codificam proteinas semelhantes. A semelhanca
estrutural e funcional das proteinas Ras com as
proteinas G que controlam a ativacdo da enzima
adenilciclase indica que as proteinas p21 e Ras
participam na transducéo do sinal de fatores de
crescimento envolvidos nadiferenciaggo celular. Além
disso, mutagcdo nos oncogenes Ras causa a perda do
controle do processo de ativacao celular determinando
um crescimento autdénomo e desordenado’.

Neste estudo demonstramos que o AP tem
pronunciado efeito antiproliferativo e diferenciado em
linhagens de glioblastoma humano U87 e A172.
Também evidenciamos inibicdo da expressdo de
proteinas de 18 kDa a 40 kDa nessas linhagens. E
importante notar que a proteina oncogénica Ras tem
peso molecular de 21 kDa, e o efeito terapéutico do
AP em célulasneoplasicas é postulado devido ainibicao
da isoprenilacdo apds traducdo da proteinas Ras e de
outras proteinas G, assim como do aumento da proteina
proé-apoptdicaBak®. O monoterpeno citotdxico alcool
perilico possui propriedades quimiopreventivas e
quimioterapéuticas em diversos tipos de neoplasias
induzidas em animais, como tumores pancreéticos,
maméarios e hepéticos®, ejavem sendo testados em fases |
e |l de ensaios clinicos®. Nossos experimentos ante-
riores demonstraram que o APtem efeito inibitorio na
proliferacéo celular e na migragdo de linhagem de
glioblastoma murino C6.

Embora preliminares, os dados apresentados no
presente estudo credenciam o @ cool perilico aestudos
posteriores, visando ao uso dessa substéncia como
possivel agente terapéutico para gliomas de alto grau.
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