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RESUMO

Objetivo: Estudar a aciio do élcool perilico na expressdo génica de células de adenocarcinoma de pulmio humano. Métodos: Incubaram-
se células de adenocarcinoma de pulméo com dlcool perilico em dilui¢des que variaram entre 0,03% e 0,0003% por 48 horas. Observaram-
se as alteracdes na morfologia celular e quantificou-se a viabilidade celular pelo método do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-y1)-2,5 difeniltertrazolim
brometo). Analisou-se a sintese de proteinas das amostras previamente marcadas radioativamente com 35S, através de eletroforese em gel
de poliacrilamida. Determinou-se a expressio das proteinas p53 e p42/44 através do método de Western Blot. Resultados: Apds 48 horas
de incubacio, observaram-se alteracdes na morfologia celular para a diluicdo de 0,03% de élcool perilico, as quais foram pouco verificadas
em diluicdes superiores a 0,003%. A inibicdo da viabilidade celular foi de 60,17% (p < 0,001), 15,62% (p < 0,001) e 11,53% (p < 0,05) para
as diluicdes de 0,03%, 0,003% e 0,0003% de alcool perilico, respectivamente. Os resultados mostram a indug¢io de proteinas de 110 kDa,
42 kDa e 28 kDa. Ndo se observou variacdo estatisticamente significativa para a expressdo da proteina p53. Em comparacdo com a
expressdo de a-tubulina, a diluicdo de 0,003% de alcool perilico provocou uma diminuicdo marcante da fosforilacdo da p44 e um aumento
da fosforilagio da p42. Conclusio: Os resultados apresentados sugerem novos caminhos metabolicos da agio do alcool perilico em células
de adenocarcinoma de pulmao humano.

Descritores: Adenocarcinoma; Neoplasias pulmonares; Monoterpenos; Cultura de células; Pulmao/citologia

ABSTRACT

Objective: To study the effect of perillyl alcohol on the gene expression of human pulmonary adenocarcinoma cells. Methods:
Pulmonary adenocarcinoma cells were incubated with perillyl alcohol in dilutions ranging from 0.03% to 0.0003% for 48 hours.
Alterations were observed in the cell morphology, and cell viability was quantified using [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] assays. Protein synthesis of samples previously targeted with S35 was analyzed using electrophoresis on a polyacrylamide gel.
Expression of the proteins p53 and p44/42 was determined using the Western blot method. Results: After 48 hours of incubation, greater
numbers of morphological alterations were observed in cells treated with the 0.03% perillyl alcohol dilution than in those treated with
perillyl alcohol diluted to 0.003% or further. Treatment with perillyl alcohol dilutions of 0.03%, 0.003% and 0.0003% inhibited cellular
viability by 60.17% (p < 0.001), 15.62% (p < 0.001) and 11.53% (p < 0.05), respectively. The results show that 28-kDa, 42-kDa and 110~
kDa proteins were induced. No statistically significant effect on p53 expression was observed. In comparison with the expression of a-
tubulin, the 0.003% perillyl alcohol dilution induced an increase in p42 phosphorylation and a marked decrease in p44 phosphorylation.
Conclusion: The results suggest that there are other, previously undescribed, metabolic pathways for perillyl alcohol effects in human
pulmonary adenocarcinoma cells.
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INTRODUCAOQ

Pacientes com cancer de pulméo possuem uma
taxa de sobrevida extremamente baixa, o que refle-
te o seu alto indice de mortalidade. Os principais
motivos desse fato sdo o diagnostico tardio da do-
enca e a ineficacia dos tratamentos utilizados. Por
essas razoes, faz-se necessaria a busca de novos
tratamentos quimioterapicos.

Uma alternativa que vem sendo pesquisada para
o tratamento de tumores solidos ¢ a utilizacdo do
alcool perilico (AP). O AP é um monoterpeno iso-
lado dos 6leos essenciais de menta, cerejas e se-
mentes de aipo, dentre outras plantas.!" Estudos
em animais mostram que o AP ¢ um agente quimio-
terapico eficaz na regressio de tumores de mama,?
pancreas,”® figado” e prostata,® e agente quimi-
opreventivo nos tumores de colon,”® melanomas”
e neuroblastomas.® O AP atua na inducio de apop-
tose de células tumorais sem afetar as células nor-
mais e pode reverter as células tumorais para um
estagio diferenciado.” A inibi¢do da transducio
de sinal através da membrana pelo AP resulta da
ndo ancoragem da proteina Ras através da inibi-
cdo de sua isoprenilacdo. Em adenocarcinoma pul-
monar, a proteina Ras apresenta mutacdo em 19%
dos casos, dai constituir-se em um importante alvo
terapéutico.®

Com base nessa problematica, o objetivo deste
trabalho foi estudar a acdo do alcool perilico na
expressdo génica de células de adenocarcinoma de
pulmdo humano, para melhor compreender seu
mecanismo de acdo como agente quimioterapico.

METODOS

Foram obtidas células de adenocarcinoma de
pulmdo A549 da American Type Culture Collecti-
on, as quais foram cultivadas sob a forma de mo-
nocamadas em meio RPMI 1640 Gibco. Para o
subcultivo das células, lavaram-se as monocama-
das confluentes (1,0 x 107 células/garrafa) em
solugdo salina fosfato PBS, pH 7,2 (0,8% NaCl,
0,02% KCI, 0,15% Na,HPO,, 0,02% KH,PO,.H,0),
fez-se o tratamento, rapidamente, com solucédo de
tripsina (0,25% em PBS) e ressuspendeu-se, por
agitacdo suave, em meio de cultura novo. Adicio-
nou-se o alcool perilico (Sigma-Aldrich, 96%) as
monocamadas de células semiconfluentes nas di-
luigbes de 0,03%, 0,003 % e 0,0003%, as quais
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foram mantidas a 37°C, em estufa de gas carboni-
co, por 48 horas.

Quantificou-se a viabilidade celular através do
método do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5
difeniltertrazolim brometo), conforme descrito por
Mosmann.'"” Resumidamente, cresceram 104 cé-
lulas/poco em placas de 96 pocos que, 24 horas
depois, foram incubadas com alcool perilico nas
diferentes diluicdes anteriormente citadas. Apds 48
horas, adicionaram 20 pL de MTT (5pg/ml) a cada
poco e as células permaneceram no escuro, a 37°C,
por quatro horas. Posteriormente, descartou-se o
sobrenadante e dissolveu-se o precipitado com
150 pL de dimetil sulfoxido. A leitura foi feita em
leitor de ELISA (BenchMark, Biorad) no compri-
mento de onda de 570 nm e filtro de referéncia
de 630 nm.

Incubaram-se as monocamadas de células se-
miconfluentes com AP nas dilui¢ées de 0,03%,
0,003% e 0,0003%. Apos 48 horas, retirou-se o
meio de cultura, o qual foi substituido pelo meio
Eagle’s Minimum Essencial Médium, isento de soro
e contendo 40 pCi/mL de metionina, durante 120
minutos. Apds a incorporacéo, tratou-se a mono-
camada celular com tampao: Tris-HCl, pH 6,8, 62,5
mM; sodio dodecil sulfato (SDS), 2%; glicerol, 10%;
2 mercaptoetanol, 5%; azul de bromofenol, 0,001%.
Foram entdo analisadas as proteinas marcadas ra-
dioativamente através de auto-radiografia.

Analisaram-se as proteinas fracionadas por ele-
troforese em gel de poliacrilamida a 12%, segun-
do a técnica descrita por Laemmli, em 1970.0" De-
terminou-se o peso molecular das proteinas por
co-eletroforese de proteinas de peso molecular co-
nhecido (Life Technology, Inc; Gaithersburg, MD):
miosina (200 kDa), fosforilase B (97,4 kDa), albu-
mina sérica bovina (68 kDa), beta-lactoglobina
(18,4 kDa) e lisosima (14,3 kDa). Coraram-se os
géis com azul de Comassie, os quais, apos seca-
gem, foram expostos ao filme radiografico Kodak
X-Omat YAR- S (Kodak, USA).

Obteve-se o tracado densitométrico da auto-
radiografia utilizando-se o aparelho LKB 2202
Ultrascan Laser Densitometer. O tracado represen-
ta o perfil protéico da auto-radiografia das células-
controle e das incubadas com alcool perilico apos
48 horas.

Para o teste de Western Blot para as proteinas
cinases p44/42 (ERK1 e ERK2), a-tubulina e p53
fracionaram-se as proteinas em gel de SDS - PAGE
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a 129%,"" os quais foram transferidos para a mem-
brana de nitrocelulose por eletroblotting e sub-
metidos a reacdo de imunodeteccéo, separadamen-
te para cada anticorpo. Bloqueou-se a membrana
de nitrocelulose da marca Gibco BRL - Life Tech-
nologies, com solucdo a 5% p/v de leite em po
desnatado em TBST (10 mM Tris, pH 8,3; 150 mM
NaCl; 0,15% Tween 20).

Ap0s trés lavagens de quinze minutos em tam-
pdo TBST, incubou-se a membrana, separadamen-
te, com os anticorpos monoclonais anti-p53 (Mab
1801, Gibco), anti-a-tubulina (Sigma monoclonal
anti-a-tubulin clone B-5-1-2) e anti-ERK 1/2 (Phos-
pho-p44/42 MAPK (Thr 202/ Try 204) E10 mono-
clonal antibody), Cell signaling techonology) por
24 horas, em dilui¢des recomendadas pelo fabri-
cante. Posteriormente, incubou-se novamente a
membrana, por uma hora, com o anticorpo se-
cundario anti-lgG de camundongo, conjugado a
peroxidase (Amersham Biosciences, USA), na di-
luicdo de 1:1.000. Visualizaram-se os complexos
pelo kit de revelacdo de quimilnescéncia da Amer-
sham (Enhanced Chemiluminescence System- ECL,
Amersham) com exposicdo a um filme radiografi-
co Kodak X-Omat YAR- S (Kodak, USA).

Realizaram-se trés experimentos independen-
tes em triplicatas e a significancia estatistica foi
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analisada através do teste t de Student, ndo parea-
do. Foram consideradas diferencas significativas
aquelas que apresentaram p < 0,05.02"%)

RESULTADOS

Estudaram-se as alteracées na morfologia ce-
lular em diluicées de AP compreendidas entre
0,03% e 0,0003%. A Figura 1A mostra a morfolo-
gia das células ndo incubadas com AP. A Figura
1B mostra que a diluicdo de 0,03% provocou in-
tensa lise celular, a qual foi pouco observada em
dilui¢des de 0,003% e 0,0003% (Figuras 1C e 1D),
quando em comparacdo com células-controle (Fi-
gura 1A). A inibicdo da viabilidade celular, quanti-
ficada através do método do MTT, foi de 60,17%
(p < 0,001), 15,62% (p < 0,001) e 11,53% (p <
0,05) para as diluicoes de AP de 0,03%, 0,003% e
0,0003%, respectivamente (Figura 2). Estes resul-
tados estdo de acordo com as alteracdes de mor-
fologia celular mostradas na figura 1.

Com o objetivo de verificar se as alteracdes no
controle da expressdo génica ao nivel da sintese
protéica poderiam estar associadas aos resultados
mostrados nas Figuras 1 e 2, analisou-se o padrdo
de proteinas através da incorporacdo de precur-
sor radioativo (Figura 3). Os resultados mostram
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Figura 1 - Morfologia das células A549 apds 48 horas de incubacdo com o alcool perilico nas dlluig(")es

de: A: 0,00%

; B: 0,03% ; C:0,003% e D: 0,0003%
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Figura 2 - Viabilidade celular apos 48 horas de tratamento
com alcool perilico

que o tratamento com 0,003 % de AP leva a indu-
cdo de proteinas de 110 kDa, 42 kDa e 28 kDa,
nédo observada na dilui¢do de 0,0003%, como in-
dicam as setas na auto-radiografia (Figura 3A) e
no tracado densitométrico (Figura 3B). Como o
AP levou a diminuicio da viabilidade celular (Fi-

e

1
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Figura 3 - A - Auto-radiografia do gel de poliacrilamida: canal 1
- células A549 controle; canais de 2 a 4 - células A549 incubadas
com 0,03%, 0,003% e 0,0003% de dlcool perilico,
respectivamente, por 48 h. B - Densitometria da auto-radiografia:
1 - células A549 controle; 2 - células A549 com 0,0003% de
alcool perilico; 3 - células com 0,003% de alcool perilico. As
setas indicam as alteracdes devidas a acdo do alcool perilico
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Figura 4 - Western Blot: A - a-tubulina, B - p53 e C - p44/
42. Canal 1: células A549 controle; Canais 2 a 4: células
A549 incubadas com alcool perilico nas diluicdes de 0,03%,
0,003% e 0,0003%, respectivamente, por 48 horas

gura 2), analisou-se, também, o possivel envolvi-
mento de proteinas presentes nas vias de prolife-
racdo e apoptose (Figura 4). Determinou-se a ex-
pressdo das proteinas p53 e p44/42 através do
método de Western Blot. A proteina a-tubulina
foi utilizada como controle interno. Observou-se
a mesma quantidade de a-tubulina para todas as
diluicdes (Figura 4A), exceto para a dilui¢do de
0,03% de AP, em que a viabilidade celular se en-
controu reduzida (Figura 2). Os resultados apre-
sentados na Figura 4B mostram que ndo ocorreu
variacdo estatisticamente significativa para a p53.
Em comparagdo com a expressado de a-tubulina, a
dilui¢do de 0,003% de AP provocou uma diminui-
cdo marcante da fosforilagdo da p44 e um au-
mento da fosforilacdo da p42 (Figura 4C).

DISCUSSAQ

A compreensédo do perfil molecular dos tumo-
res humanos ¢ essencial para o uso efetivo de agen-
tes quimioterapicos. As alteracdes celulares mos-
tradas neste trabalho sugerem que o AP pode ser
um potencial quimioterdpico em cancer de pul-
mao. Os resultados apresentados mostram um novo
mecanismo de acdo desse agente, através de alte-
racdes das vias que regulam o crescimento e a
diferenciacédo celular.

As proteinas cinases p42 e p44 estdo presen-
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tes na cascata de cinases que regulam o cresci-
mento e a diferenciacdo celular. As mitogen acti-
ved protein cinases sdo ativadas por uma varieda-
de de fatores extracelulares, incluindo fatores de
crescimento, hormdnios e neurotransmissores.('*
19 A ativacdo das mitogen actived protein cinases
ocorre através da fosforilacdo da tirosina e treoni-
na (202 e 204 de mitogen actived protein cinases
humanas (ERK 1) ou 183 e 185 de rato (ERK 2))
na seqliéncia aminodcidos treonina e tirosina (TEY)
por uma unica cinase.('”'® Os resultados indicam
que o AP ¢ capaz de induzir a fosforilacdo da pro-
teina p42 para as dilui¢des de 0,003% e 0,0003%
em 48 horas (Figura 4C) e de inibir a fosforilacédo
da p44. O significado fisiologico desta ativagdo/
inibicdo in vitro ainda nio estd bem estabelecido.

Os resultados mostram, pela primeira vez, que
a ERK1/2 ¢ um dos alvos moleculares da modula-
cdo da resposta ao AP em células de adenocarci-
noma de pulmdo humano. O AP estaria atuando
diretamente no estado de fosforilacdo da cinase
regulada por sinal extracelular (ERK), e nio so-
mente através da inibicdo da farnesilacdo da pro-
teina Ras.
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